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RESUMO 

 

Vários mecanismos imunorreguladores têm sido propostos na infecção causada pelo 

protozoário T. cruzi como células T reguladoras, apoptose e citocinas reguladoras. 

Recentemente foi demonstrada a participação de células T CD4+CD25+ (Treg) no controle da 

resposta imune. A identificação de células TCD4+CD25+ e o seu papel tem sido objeto de 

intenso estudo devido ao papel crítico dessas células na manutenção da auto-tolerância, bem 

como, no controle da resposta imune. Nosso objetivo neste trabalho foi avaliar o perfil 

fenotípico e os mecanismos pelos quais as células T CD4+CD25high exercem sua função em 

indivíduos portadores das formas clínicas indeterminada (IND) e cardíaca (CARD) da doença 

de Chagas. Nossos resultados mostraram que pacientes apresentando a forma clínica IND 

possuem maior percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ no sangue periférico e que essas 

células mantêm a expressão de Foxp3 por períodos de tempo semelhantes aos dos indivíduos 

não infectados (NI). Adicionalmente, nossos dados mostraram que os pacientes de grupo IND 

também possuem um maior percentual de células Foxp3 positivas no tecido cardíaco. Por 

outro lado, os pacientes do grupo CARD apresentam um aumento de células 

TCD4+CD25highCTLA-4+, Granzima B+ e que apresentam uma queda na expressão de Foxp3 

após alguns dias de cultura. Nossos resultados ainda mostraram que as células Treg dos 

pacientes portadores da doença de Chagas apresentam perfil de ativação e de migração 

podendo, desta forma, migrar para o local de infecção e provavelmente atuar in situ. Além 

disso, as células TCD4+CD25high dos pacientes portadores da doença de Chagas atuam de 

forma antígeno específica e possuem uma tendência a regular a atividade de células efetoras. 

Nossos dados mostram que o tratamento quimioterápico tem efeito no percentual de células 

TCD4+CD25high, porém sua atividade supressora e produção de citocinas não é alterada. De 

fato, o papel das células Treg durante o tratamento ainda é desconhecido e são necessários 

estudos adicionais para melhor caracterizar a resposta imunológica pós-tratamento. Nossos 

dados reforçam a importância das células Treg no desenvolvimento da doença de Chagas, 

sugerindo que a resposta imune contra T. cruzi pode ser regulada por vários mecanismos 

supressores do hospedeiro e que os mecanismos reguladores desenvolvidos pelos indivíduos 

portadores das diferentes formas clínicas são distintos. 
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ABSTRACT 

 

Many immunoregulatory mechanisms have been proposed for the infection caused by 

the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, including those that involve regulatory T cells, 

apoptosis and regulatory cytokines. Recently, it has been demonstrated the participation of 

regulatory CD4+CD25+ T cells (Treg) in the control of the immune response. The 

identification of the CD4+CD25+ T cells and its role have been the object of intense studies 

due to the putative critical role of these cells in maintaining self tolerance, as well as in the 

control of immune response. In this study we evaluate the phenotypic profile and the 

mechanisms by which the CD4+CD25high T cells function in patients with the indeterminate 

(IND) and cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. Our results showed that patients 

with the IND clinical form present an increase on the percentage of CD4+CD25highIL-10+ T 

cells in the peripheral blood. These cells also express Foxp3 for a similar period of time as 

non-infected individuals (NI). Additionally, the data show that patients from the IND group 

also present an increase of Foxp3 positive cells in the cardiac tissue. On the other hand, the 

patients from the group CARD showed an increase of CD4+CD25highCTLA-4+, Granzima B+ 

T cells and a decrease in the Foxp3 expression in culture. The results demonstrated that Treg 

cells from patients with Chagas disease present an activated and migratory profile and 

therefore may be able to migrate to the tissues where acting in situ. Moreover, CD4+CD25high 

T cells from patients with Chagas disease are antigen specific and have a tendency to regulate 

the activity of effectors cells. Our data showed that the chemotherapeutic treatment affect the 

percentage of CD4+CD25high  T cells, however, their suppressive activity and cytokines 

production do not changed. In fact, the role of Treg cells during the treatment is still unknown 

and additional studies are necessary for better characterization of the immunologic response 

after treatment. Our data emphasize the importance of Treg cells for the development of 

Chagas disease, suggesting that the immune response against T. cruzi can be regulated by 

several suppressive mechanisms from the host and that these regulatory mechanisms are 

distinct in the different clinical forms of Chagas disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em abril de 1909, Carlos Chagas comunicou ao mundo científico a descoberta da 

doença de Chagas, seu agente causal, o protozoário Trypanosoma cruzi, e o inseto que o 

transmitia, triatomíneo conhecido como “barbeiro”. O “feito” de Chagas, considerado único 

na história da medicina, constitui um marco decisivo na história da ciência e da saúde 

brasileira. Segundo a Organização Mundial de Saúde existem aproximadamente 15 milhões 

de indivíduos infectados na América Latina, apresentando o Brasil cerca de 5 milhões de 

pacientes com doença de Chagas (WHO, 2003). 
Estima-se que durante a fase crônica da doença cerca de 60% dos indivíduos 

infectados apresentam forma clínica indeterminada, com ausência de sinais e sintomas da 

doença. Entretanto, após 20-30 anos de infecção, cerca de 30% dos indivíduos desenvolvem a 

forma cardíaca, resultante de danos progressivos do miocárdio levando a cardiopatia 

chagásica, representando um sério problema de saúde pública (Dias, 1989). Os custos 

previdenciários e médico-hospitalares, processos de perpetuação de pobreza familiar em 

zonas endêmicas, baixa produtividade e programas de controle e vigilância são elementos que 

indicam importantes gastos financeiros e sociais dos países afetados pela endemia. 

Vários estudos buscam compreender os mecanismos envolvidos no controle e/ou 

desenvolvimento das formas graves na doença de Chagas na tentativa de encontrar 

marcador(es) de evolução da morbidade permitindo, assim, a identificação de pacientes que 

possam ser acompanhados mais intensamente, e que deverão receber tratamentos alternativos, 

se disponíveis. Esses estudos são extremamente importantes no contexto mundial devido ao 

fato da doença de Chagas ainda ser um problema de saúde pública, com risco de transmissão 

anual de 200.000 novos casos. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar o perfil fenotípico e os mecanismos pelos quais as células T reguladoras 

CD4+CD25+ (Treg) exercem sua função nas diferentes formas clínicas da doença de Chagas. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

Caracterizar o perfil fenotípico das células T CD4+CD25high através da expressão das 

moléculas de superfície (CTLA-4, CD45RA, CD45RO, HLA-DR, CD40L, CD69, GITR), e 

fatores intracelulares Foxp3, Granzima B e das citocinas IL-10, TGF- e IL-17 do sangue 

periférico dos indivíduos não-infectados (NI) e dos pacientes apresentando as formas clínicas 

IND e CARD, ex vivo e após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi; 

 

Caracterizar o perfil migratório das células T CD4+CD25high através da expressão das 

moléculas de superfície (CD62L-, CD54, CD11a e CD18) do sangue periférico dos indivíduos 

NI  e dos pacientes apresentando as formas clínicas IND e CARD ex vivo e após estimulação 

in vitro com antígenos do T. cruzi; 

 

Avaliar a presença de células Foxp3 positivas em amostras de tecido cardíaco dos indivíduos 

NI e dos pacientes apresentando as formas clínicas IND e CARD; 

 

Verificar o efeito da estimulação in vitro com antígenos não relacionados sobre perfil das 

células TCD4+CD25high do sangue periférico dos indivíduos NI e dos pacientes apresentando 

as formas clínicas IND e CARD;  

 

Avaliar a atividade inibitória de células T CD4+CD25+ purificadas a partir de amostras do 

sangue periférico dos indivíduos NI e dos pacientes apresentando as formas clínicas IND e 

CARD sobre a proliferação celular;  

 

Avaliar o mecanismo de supressão das células T CD4+CD25+ através do bloqueio in vitro 

com anticorpos monoclonais anti-TGF- ou anti-IL10 ou anti-CTLA-4 em células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos indivíduos NI e dos pacientes apresentando 

as formas clínicas IND e CARD; 
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Determinar a cinética de expressão de Foxp3 em PBMC dos indivíduos NI e dos pacientes 

apresentando as formas clínicas IND e CARD após estimulação in vitro com antígenos do T. 

cruzi; 

 

Avaliar o efeito do tratamento com Benzonidazol sobre o perfil fenotípico das células 

TCD4+CD25high, através da expressão de Foxp3, dos marcadores de superfície CD45RO, 

CTLA-4 e das citocinas intracitoplasmáticas IL10 e IFN- dos pacientes apresentando a forma 

clínica CARD após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Há 100 anos, Carlos Chagas descreveu a doença de Chagas (Chagas, 1909) 

reportando seus elementos clínicos, anatomopatológicos, epidemiológicos, bem como seu 

agente etiológico, Trypanosoma cruzi, transmitido pelo inseto da ordem Hemiptera. Segundo 

a Organização Mundial de Saúde existem aproximadamente 15 milhões de indivíduos 

infectados na América Latina, apresentando o Brasil cerca de 5 milhões de chagásicos (WHO, 

2003). Apesar dos grandes avanços obtidos no controle da transmissão natural, dados da 

organização mundial da saúde mostram que ainda existe a incidência de 200 mil novos casos 

ao ano (WHO, 2003). 

A transmissão natural da doença se faz pelo contato do hospedeiro vertebrado com as 

fezes e/ou urina do inseto vetor, contaminadas com as formas tripomastigotas do T. cruzi 

(Barreto, 1979). A infecção dos insetos ocorre durante a sucção do sangue do hospedeiro 

vertebrado infectado, quando os tripomastigotas sangüíneos são ingeridos e, uma vez no 

intestino do inseto, passam por alterações morfológicas e fisiológicas transformando-se em 

formas tripomastigotas metacíclicas. Os tripomastigotas metacíclicos são expelidos com as 

fezes e/ou urina do inseto vetor no local da picada, após o repasto sangüíneo, e penetram no 

hospedeiro através da pele lesada ou mucosa. A forma tripomastigota se desenvolve no 

interior de diferentes tipos de células do hospedeiro vertebrado. No interior dessas células, os 

parasitos se transformam na forma amastigota que se multiplica por sucessivas divisões 

binárias, evoluindo, posteriormente, para a forma tripomastigota. As células infectadas 

rompem-se e os parasitos livres invadem células próximas ou alcançam a corrente sangüínea 

disseminando a infecção para os diferentes órgãos e sistemas (Dias, 2000). 

Outros mecanismos de transmissão, alternativos ao vetorial, têm sido descritos e 

incluem a via transfusional, a transmissão congênita, transplantes de órgãos e acidentes 

laboratoriais (Bittencourt, 1976; Brener, 1987; Schmunis, 1991; Dias, 2000). Além disso, em 

regiões como na Amazônia, existem mecanismos excepcionais de transmissão (vetorial 

domiciliar sem colonização, vetorial extradomiciliar) e a ocorrência de surtos episódicos de 

transmissão oral (Coura, 2006). Recentemente, ocorreram surtos de doença de Chagas com 

forma aguda e morte após ingestão de formas tripomastigotas dissolvidas em bebidas, como 

suco de cana e açaí, em que os insetos vetores silvestres, provavelmente, foram triturados 

durante o preparo ou suas fezes contaminaram o alimento, conforme divulgado amplamente 

na mídia e no Guia de Vigilância Epidemiológica do Ministério da Saúde (Brasil, 2005). 

A análise clínica e laboratorial de pacientes portadores da doença de Chagas permite 

classificar a infecção em duas fases: aguda e crônica. A fase aguda caracteriza-se por 
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alterações teciduais degenerativas e inflamatórias focais, devido a uma intensa multiplicação 

local do parasito. Manifestações sistêmicas, como febre, mal estar, astenia, edema subcutâneo, 

linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia, podem também ser observadas (Laranja, 

1953; Rezende & Rassi, 1994). Entretanto, em geral, esses sinais são atenuados e a fase inicial 

da doença passa despercebida, confundindo-se com uma "gripe" ou "mal estar" passageiro.  

O benzonidazol é o composto disponível para o tratamento da doença de Chagas no 

Brasil. Esse composto apresenta sérios efeitos colaterais, requer administração por longos 

períodos de tempo sob supervisão médica e há grande variação na susceptibilidade de isolados 

do parasito à ação dessa droga, sendo recomendado o tratamento de pacientes na fase aguda e 

crônica recentes, nos quais se observam resultados positivos, principalmente em crianças 

menores de 15 anos (Urbina & Docampo, 2003). Sabe-se que durante a fase aguda a 

terapêutica especifica tem sucesso significativo com níveis de cura que podem chegar a 70% 

dos pacientes tratados (Rassi et al., 2000). Estudos realizados por nosso grupo e outros 

mostram que há estreita relação sinérgica entre a produção de elevados níveis de IFN-γ e a 

eficácia do tratamento quimioterápico instituído na fase aguda da infecção chagásica (Bahia-

Oliveira et al., 2000; Sathler-Avelar et al., 2006).  

A evolução da fase aguda para a fase crônica, que pode durar de poucas semanas a 

meses, é acompanhada pelo gradativo desaparecimento das manifestações clínicas, 

diminuição da parasitemia e elevação de anticorpos específicos da classe IgG. Do ponto de 

vista clínico, as manifestações desenvolvidas durante a fase crônica da doença permitem a 

classificação dos pacientes em diferentes formas clínicas: indeterminada (IND), cardíaca 

(CARD), digestiva (DIG) ou cardiodigestiva (CDG). A forma clínica indeterminada é 

observada na maioria dos pacientes infectados (50-60%) que podem permanecer 

assintomáticos por períodos de tempo longos e variáveis. Esses pacientes apresentam testes 

sorológicos e/ou parasitológicos positivos para o T. cruzi e exames clínicos como 

eletrocardiográficos e radiológicos (silhueta cardíaca, esôfago e cólon) normais (Dias, 1989; 

Macedo, 1997). No entanto, exames adicionais, mais sofisticados, podem demonstrar nesses 

pacientes algumas alterações e anormalidades, geralmente discretas, que podem significar 

tanto uma evolução no curso da infecção como resquícios do processo inflamatório agudo ou 

crônico inicial, já cicatrizado e sem progressão clínica ou anatômica evidente (Dias, 2000). 

Acredita-se que cerca de 2 a 5% dos pacientes apresentando a forma clínica indeterminada 

irão desenvolver a forma cardíaca a cada ano, enquanto uma menor percentagem irá 

apresentar a forma digestiva (megacólon e/ou megaesôfago) (Macedo, 1980; Dias, 1989).  

Aproximadamente, 30 a 40% dos indivíduos infectados desenvolvem a forma clínica 

cardíaca podendo apresentar alterações eletrocardiográficas decorrentes da infecção 
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chagásica, levando ao surgimento de arritmias e insuficiência cardíaca (Brener, 1987). A 

miocardite chagásica crônica caracteriza-se por um infiltrado de células mononucleares, 

destruição de fibras cardíacas no foco inflamatório e comprometimento dos plexos nervosos, 

levando ao aparecimento de fibrose no tecido cardíaco (Andrade, 2000). Nos estágios iniciais, 

o paciente pode apresentar sintomas leves, relacionados a distúrbios de ritmo. Nos estágios 

intermediários, as manifestações clínicas persistem ou se intensificam e pode ser detectado 

aumento do coração, de grau leve a moderado. Nos estágios finais, há acentuado aumento do 

coração com grave insuficiência cardíaca congestiva, fenômenos tromboembólicos e arritmias 

graves. A morte súbita representa um risco constante em qualquer estágio da forma clínica 

cardíaca da doença de Chagas (Mady et al., 1994). A infecção chagásica pode levar ainda a 

dilatações do cólon e esôfago (megacólon e megaesôfago), principais manifestações da forma 

clínica digestiva. A denominação de forma clínica digestiva foi inicialmente proposta por 

Rezende (1959) para os casos de pacientes que apresentavam a doença de Chagas, sem a 

presença de alterações cardíacas, mas com megaesôfago e megacólon bem caracterizados. 

Inquéritos realizados em áreas endêmicas mostram que a prevalência da forma clínica DIG 

varia em torno de 6-9% em indivíduos acometidos pela doença de Chagas (Dias, 1989). 

Uma das grandes incógnitas na doença de Chagas é o tratamento quimioterápico 

durante a fase crônica da doença. Apesar da maioria dos estudos revelarem uma baixa 

eficiência desse fármaco durante a terapia de pacientes crônicos, avaliações recentes têm 

sugerido o tratamento de modo a retardar, ou mesmo evitar, a evolução da doença crônica 

(Andrade et al., 2004; De Castro et al., 2006; Viotti et al., 2006). No entanto, na fase crônica e 

principalmente de pacientes portadores das formas graves não se conhece bem o efeito do 

tratamento. Considerando que o parasito tem papel importante no desenvolvimento das 

formas graves observadas nos pacientes portadores da doença de Chagas, é interessante 

especular se o tratamento com benzonidazol interfere nos mecanismos reguladores de 

pacientes apresentando a forma clínica cardíaca da infecção.  

Os mecanismos específicos envolvidos com o estabelecimento/manutenção das 

diferentes formas clínicas da doença de Chagas são complexos. Não se sabe explicar como 

alguns indivíduos infectados desenvolvem formas graves da doença e nem o fato das 

manifestações clínicas serem tão heterogêneas. Acredita-se que estas manifestações são 

conseqüências de múltiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa, virulência, antigenicidade, 

tropismo, tamanho do inóculo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raça, perfil da resposta imune) 

(Dias, 2000). 

O prolongado período de latência e a escassez no número de parasitos, contrapostos à 

intensidade e à extensão das lesões, têm levado diversos autores a avaliarem o envolvimento 
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de fatores auto-imunes na patogênese da lesão chagásica. Alguns autores apontam, ainda, para 

a existência de reação cruzada entre componentes autólogos e antígenos do T. cruzi 

(Kierszenbaum, 1986, 1999, Al-Sabbagh et al., 1998; Kalil & Cunha-Neto, 1996; Cunha-Neto 

et al., 1995; Levitus et al., 1991; Van Voorhis & Eisen, 1989; Acosta & Santos-Buch, 1985; 

Wood et al., 1982). Entretanto, outros trabalhos sugerem que o parasitismo intracelular pode 

ser mais freqüente do que previamente demonstrado por microscopia ótica, sugerindo haver, 

na patologia chagásica, uma participação direta da reatividade imunológica contra células 

parasitadas (Añez et al.,1999; Higuchi et al., 1993,1997; Vago et al., 1996; Tarleton, 2001). 

De fato, Higuchi e colaboradores (1993) utilizando técnicas de imunohistoquímica 

estabeleceram uma associação entre a presença de antígenos do T. cruzi e a formação de 

infiltrados inflamatórios no tecido cardíaco de pacientes com miocardite chagásica.  

Devido a limitações éticas de se estudar o perfil fenotípico do infiltrado inflamatório e 

lesões teciduais decorrentes da infecção crônica da doença de Chagas, vários pesquisadores 

têm utilizado o sangue periférico como estratégia para avaliar a resposta imunológica 

desencadeada durante a fase crônica da doença. Estudos da resposta imune celular na infecção 

chagásica têm sido desenvolvidos através da análise da reatividade in vitro de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes após a estimulação antigênica 

específica, bem como, por estudos da composição celular de diferentes compartimentos. A 

resposta de proliferação de PBMC de pacientes portadores de diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas tem demonstrado que essas células são capazes de proliferar quando 

estimuladas in vitro por antígenos solúveis das formas epimastigotas ou tripomastigotas do T. 

cruzi (De Titto et al., 1983; Morato et al.,1986; Michailowsky et al., 2003; Gomes et al., 

2003; Barros-Mazon et al., 2004). Diferenças na intensidade da resposta de proliferação de 

PBMC aos antígenos do parasito tem sido reportado (Morato et al., 1986; Barros-Mazon et 

al., 2004), embora outros estudos não tenham observado diferenças entre as formas clínicas 

(De Titto et al., 1983). A remoção de células aderentes em culturas de PBMC leva a um 

aumento da resposta proliferativa (Morato et al., 1986), sugerindo um efeito supressivo 

exercido pelos monócitos/macrófagos. Citocinas e mediadores da resposta imune produzidos 

por estas células, como a IL-10, prostaglandinas, reativos intermediários de oxigênio ou de 

nitrogênio (ROI e RNI) são moléculas que poderiam mediar à supressão da proliferação e 

ativação de linfócitos (Abrahamsohn & Coffman, 1995, 1996; Pinge Filho et al., 1999; 

Barros-Mazon et al., 2004), levando consequentemente à diminuição da intensidade da reação 

imune. Além disso, na doença de chagas também foi observado que monócitos derivados de 

pacientes apresentando a forma clínica indeterminada apresentam características moduladoras 

como, baixa expressão da molécula HLA-DR e alta expressão de IL-10, enquanto monócitos 
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derivados de pacientes apresentando a forma clínica cardíaca parecem estar comprometidos 

com intensa resposta inflamatória devido à alta expressão de TNF- (Souza et al., 2004) 

sugerindo uma participação crítica dessas células na infecção.  

Embora inúmeros trabalhos utilizando modelos experimentais tenham definido a 

importância das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+, bem como de células NK, 

macrófagos e células B na infecção pelo T. cruzi (Laguens et al., 1981; Honteberytie-

Joskowicz et al.,1991; Ribeiro Dos Santos et al.,1992; Soares & Ribeiro Dos Santos, 1999; 

Tarleton et al.,1992, 1990; Araujo, 1989; Rottenberg et al.,1988,1993; Brener & Gazzinelli, 

1997), o papel dessas células ainda não está totalmente esclarecido na infecção humana.  

Na doença de Chagas humana, a avaliação de células presentes no sangue periférico de 

pacientes chagásicos crônicos demonstrou um grande número de células T e B circulantes, 

além de uma diminuição significativa no percentual de células T CD3+ (Dutra et al.,1994). 

Células B CD5+ estão presentes em alto percentual na circulação destes pacientes, sugerindo 

uma relação entre estes fenótipos celulares e o desenvolvimento de autoimunidade na doença 

de Chagas (Dutra et al.,1994). É importante salientar que esta população de linfócitos é capaz 

de produzir auto-anticorpos relacionados a alguns processos auto-imunes no homem (Hardy 

& Hayakawa, 1986; Becker et al.,1990; Hardy et al., 1994). Observa-se ainda proliferação 

diferenciada de populações celulares após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi ou 

com anticorpos anti-epimastgotas (Id). Dessa maneira, a estimulação com antígenos de T. 

cruzi leva a expansão preferencial de células T ativadas enquanto Id estimula 

preferencialmente células B CD5+ e células T CD8+. O fato de que antígenos do parasito e 

anticorpos anti-parasito estarem presentes no hospedeiro durante a fase crônica da infecção, 

sugerem o seu envolvimento em mecanismos distintos de ativação celular e provavelmente no 

desenvolvimento da patologia chagásica (Dutra et al., 2000).  

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

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

relacionados à evolução da doença de Chagas. Vários estudos têm mostrado uma associação 

entre IFN- e a resistência do hospedeiro à infecção experimental pelo T. cruzi (Reed, 1988; 

Mccabe et al., 1988, 1991; Nabors & Tarleton, 1991; Torrico et al., 1991; Muñoz-Fernández 

et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995; Cardillo et al., 1996; Holscher et al., 1998). 

Acredita-se que o IFN- ative macrófagos, aumentando a produção de óxido nítrico (NO) que, 

por sua vez, inibe a replicação intracelular do parasito (Reed, 1988; Gazzinelli et al., 1992; 

Vespa et al., 1994). Por outro lado, a IL-10 é capaz de inibir a ativação de macrófagos 

induzida por IFN-, inibindo tanto a liberação de NO quanto a diferenciação de células Th1 

(Silva et al., 1992; Reed et al., 1994; Abrahamsohn & Coffman,1996; Abbas et al., 2000). 
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A avaliação do papel imunorregulador das citocinas na doença de Chagas humana é 

ainda escassa. Dutra e colaboradores (1997), utilizando RT-PCR, analisaram os níveis de 

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

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

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

se aumentados nos pacientes quando comparados aos indivíduos NI. A estimulação de 

PBMCs de pacientes por antígenos parasitários (EPI e TRIPO) mostraram um aumento na 

expressão de mRNA para IFN- e baixa para IL-10. O inverso foi observado após estimulação 

por anticorpos anti-epimastigota. Estes achados sugerem que a presença simultânea de 

resposta a estímulos antigênicos assim como aquelas mediadas por anticorpos durante a fase 

crônica da doença de Chagas poderiam explicar a existência de reatividade inflamatória e 

anti-inflamatória detectada na maioria dos pacientes.  

Bahia-Oliveira e colaboradores (1998) sugeriram um papel duplo para o IFN- no 

decorrer da doença chagásica humana. Utilizando PBMCs obtidas de grupos distintos de 

pacientes com a doença de Chagas, tratados e não tratados durante a fase aguda, esses autores 

relataram níveis significativamente mais elevados desta citocina em pacientes considerados 

curados quando comparados a pacientes tratados não curados. Paradoxalmente, no grupo não 

tratado, composto por pacientes portadores da forma crônica da doença, a citocina IFN- 

estava mais elevada em pacientes cardíacos do que em pacientes assintomáticos. Desta forma, 

esta citocina poderia estar envolvida tanto na proteção quanto no desenvolvimento da 

patologia chagásica. Esses autores atribuíram ainda, papel para o IFN- na eliminação do 

parasito, em conjunto com a quimioterapia específica, levando assim a cura dos pacientes 

(Bahia-Oliveira et al., 2000), enquanto nas formas mais graves esta citocina estaria envolvida 

na indução de resposta inflamatória (Gomes et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que 

pacientes apresentando a forma clínica cardíaca apresentam alterações nos níveis de secreção 

de IFN- e IL-10 e que estes níveis correlacionam diretamente com o desenvolvimento das 

formas mais graves da doença. (Abel et al., 2001; Gomes et al., 2003). Esses autores 

mostraram que pacientes com as formas clínicas cardíaca e indeterminada secretam IFN- 

diferencialmente ao estímulo induzido pelo T. cruzi, sugerindo que um perfil do Tipo 1 pode 

ter papel no desenvolvimento da cardiopatia. Recentemente, foi observado que a razão entre 

as citocinas IFN-/IL-10 está aumentada nos pacientes da forma clínica cardíaca quando 

comparada ao grupo indeterminado, entretanto, a razão IL-10/IFN- nos pacientes da forma 

clínica indeterminada era maior quando comparado aos pacientes do grupo cardíaco. 

Interessantemente, quando foi re-avaliada a produção destas citocinas após 2 anos de estudo 
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foi verificado que os pacientes com a forma clínica indeterminada, que evoluíram para a 

forma clínica cardíaca apresentaram uma diminuição significativa da razão IL-10/IFN- e um 

aumento significativo na razão IFN-/IL-10 (Gomes et al., 2003). 

Os mecanismos utilizados para a regulação da resposta imune nas diferentes infecções 

ainda não estão totalmente esclarecidos, porém recentemente foi observado que as 

subpopulações de células T CD4+ têm atividade importante no controle da resposta imune. 

Essas células denominadas T reguladoras (Treg) apresentam função protetora em várias 

situações patológicas e expressam o marcador de superfície CD25 e o repressor de transcrição 

Foxp3. Essas células são naturalmente geradas no Timo e constituem de 5 a 10% das células 

T CD4+ periféricas em animais e humanos (Baecher-Allan et al., 2001; Mills, 2004). 

A presença de células T reguladoras em humanos foi descrita como sendo células 

caracterizadas pela anergia em resposta a estímulos policlonais, e elevada capacidade de 

suprimir a produção de citocinas e a proliferação celular, através de um mecanismo de contato 

célula-célula (Baecher-Allan et al., 2001). Essas células T CD4+CD25+ apresentam-se como 

uma subpopulação altamente especializada que é essencial para o controle de resposta ao 

próprio exercendo papel na contenção de desordens auto-imunes (Baecher-Allan et al., 2002). 

Para o estudo das células Treg várias moléculas são utilizadas para caracterização de 

seu fenótipo regulador. Dentre essas moléculas destacam-se CTLA-4, CD62L, CD45RO 

(Baecher-Allan et al., 2001). Além disso, o receptor induzido por glicocorticóide (GITR), da 

família do TNFR (Shimizu et al., 2002) e Foxp3 (Fontenot et al., 2003) são marcadores 

adicionais. Estudos recentes mostram que a alta expressão do gene Foxp3 em células T 

CD4+CD25+ e a baixa expressão deste gene em células T virgens e em células T CD4+CD25- 

recém ativadas, sugerem que a expressão de Foxp3 é fator determinante no desenvolvimento 

das células Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et al., 2004). Esta função foi 

mostrada claramente em animais “knockout” para Foxp3 onde ocorre a perda da regulação e 

desenvolvimento de doença autoimune. Foxp3 foi ainda associado à síndrome de IPEX 

(Imunodesregulação, Poliendocrinopatia e Enteropatia, ligado ao X) em humanos, sugerindo o 

papel dessa molécula na regulação imune (Hori et al., 2003, Fontenot et al., 2003). De fato, 

pacientes com IPEX desenvolvem doenças autoimunes, tais como diabetes do Tipo 1 e 

tireoidite, bem como doença intestinal inflamatória e alergias (Wildin et al., 2002). 

A importância do Foxp3 no desenvolvimento e função das células Treg está bem 

estabelecida, entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais Foxp3 funciona permanece 

sem ser elucidado. Foxp3 possui três domínios funcionais distintos: domínio “zinc-finger” 

(aminoácidos 200-223); domínio “leucine-zipper” (aminoácidos 240-261) e domínio 

“carboxi-terminal forkhead” (aminoácidos 338-421) (Gambineri et al., 2003; Wu, 2006). Em 
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estudos recentes, mutações foram encontradas em cada um dos domínios funcionais do gene 

de Foxp3 em indivíduos afetados por IPEX, o que indica que essas regiões são importantes 

para a correta funcionalidade do Foxp3 e conseqüentemente para a função das células T 

reguladoras (Gambineri et al., 2003). 

Estudos adicionais mostram que a habilidade do Foxp3 de inibir a transcrição é 

abolida com mutações nos resíduos do domínio “forkhead” que interage com NFAT (fator 

nuclear de ativação de células T) (Wu, 2006). Esses estudos deixam claro que a expressão do 

Foxp3 tem efeito marcante na função das células Treg, tanto bioquimicamente quanto em 

níveis celulares. Outros estudos já demonstraram a existência de vários sítios polimórficos, do 

tipo microssatélites e polimorfismos de base única (SNPs), no gene Foxp3 e sua possível 

associação com a suscetibilidade a doenças auto-imunes, provavelmente por alterar a 

expressão e/ou a função de Foxp3 (Abel et al., 2001; Sanchez et al., 2005; Ban et al., 2007). 

A participação de moléculas co-estimuladoras inibidoras, como o CTLA-4, pode ser 

um importante mecanismo de supressão utilizado pelas células TCD4+CD25+. A expressão da 

molécula CTLA-4 nas células TCD4+CD25+ leva a inibição da ativação de células T por 

indução de um sinal negativo que coincide com a estimulação do TCR ou por co-estimulação 

inibitória competitiva devido à alta afinidade em ligar-se B7-1 e B7-2 quando comparado com 

CD28. Isto sugere que a força de sinalização do TCR, bem como, o grau de co-estimulação 

pode ter papel diferenciado na manutenção da função efetora das células T CD4+CD25+ 

(Baecher-Allan et al., 2001). Além disso, Tang & Krummel (2006) mostraram que células 

Treg in vivo formam interações duradouras com as células dendríticas (DCs) logo após elas 

entrarem nos linfonodos, e isso enfraquece a capacidade das DCs para, subsequentemente, 

ativar células T efetoras, indicando que, in vivo, células Treg podem inibir a resposta das 

células T indiretamente, pela modulação da função das células apresentadoras de antígeno 

(APCs). Outro estudo mostrou que células Treg expressando CTLA-4 induzem a expressão 

pelas APCs de uma enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), que degrada o triptofano. A 

falta desse aminoácido essencial tem sido mostrada como causa da inibição da ativação de 

células T e, consequentemente, a indução de apoptose dessas células (Fallarino et al., 2003). 

Outro mecanismo descrito é a participação das citocinas IL-10 e TGF-, bem conhecidas por 

suas atividades reguladoras, podendo ser produzidas por células T CD4+CD25+ ou 

indiretamente por T CD4+ CD25- em situações de tolerância a infecções (Liu et al., 2003). 

Porém, Asseman e colaboradores (1999) e Fahlen e colaboradores (2005) afirmaram que a 

molécula co-inibitória CTLA-4, bem como as citocinas imunossupressoras, TGF- e IL-10, 

influenciam a função das células Treg apenas em alguns sistemas de supressão in vivo e não 

são essenciais para a função das Treg in vitro. Apesar de inúmeros estudos, em vários 
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modelos, o mecanismo pelo qual células Treg limitam as respostas efetoras permanece pouco 

entendido, persistindo uma oposição aparentemente não resolvida entre os mecanismos pelos 

quais essas células suprimem a atividade das células T efetoras in vitro e in vivo.  

Recentemente, vários estudos têm mostrado o duplo papel das células Treg, por um 

lado controlando a exacerbação da inflamação e o dano tecidual e por outro auxiliando na 

persistência do patógeno. O equilíbrio entre mecanismos efetores e reguladores pode 

determinar o progresso da infecção e em alguns casos ser mutuamente benéfico para o 

parasito e para o hospedeiro (Belkaid et al., 2002, 2004). Esses dados são confirmados através 

de estudos feitos em modelos de camundongos infectados com Plasmodium yoelii, onde a 

depleção de células Treg protege o camundongo da morte, pois restaura o número de células 

efetoras contra o parasito, controlando a infecção (Hisaeda et al., 2004). Estudos realizados 

em camundongos infectados com Candida albicans mostram ainda que a redução de células 

Treg induz um melhor controle da infecção, entretanto, aumenta a inflamação patológica 

gastrointestinal (Montagnoli et al., 2002). 

Por outro lado, em algumas situações o aumento no número de células Treg pode 

conduzir para a reativação da doença. Estudos demonstram que em camundongos portadores 

da infecção crônica por Leishmania a transferência de células Treg purificadas derivadas de 

outros camundongos também na fase crônica da infecção é suficiente para disparar a 

reativação da doença e inibição da resposta efetora de memória (Mendez et al., 2004). Estudos 

adicionais em camundongos portadores da infecção por Leishmania confirmam que a 

produção de IL-10 por células Treg contribui diretamente para a persistência do parasito 

através da modulação da função das células apresentadoras de antígenos (APCs) ou inibição 

da produção de citocinas por células do tipo 1, sugerindo que o equilíbrio estabelecido entre 

células T reguladoras e efetoras nos sítios de infecção crônica podem refletir estratégias de 

sobrevivência tanto do parasito quanto do hospedeiro (Belkaid et al., 2002).  

É bem aceito que a ausência de patologia em indivíduos infectados pelo T. cruzi está 

associada com a capacidade do indivíduo em regular a resposta anti-T. cruzi, responsável pelo 

controle da parasitemia persistente e do dano inflamatório tecidual, característicos da doença 

de Chagas (Brener et al., 1997). Portanto os estudos sobre imunorregulação em pacientes com 

doença de Chagas que possibilitem a investigação dos processos de transição entre os estágios 

clínicos da doença crônica, com vistas ao desenvolvimento de indicadores de prognóstico, 

tornam-se cruciais no atual estágio de conhecimento das formas clínicas graves.  

A participação das células T reguladoras CD4+CD25high na doença de Chagas tem 

demonstrado que pacientes portadores da forma clínica indeterminada apresentam percentuais 

elevados dessas células quando comparado aos pacientes portadores da forma clínica cardíaca 
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e indivíduos não infectados (Vittelli-Avelar et al., 2005; Araujo et al., 2007), sugerindo que 

essas células poderiam controlar as funções efetoras dos linfócitos T desencadeada pelo T. 

cruzi, controlando o desenvolvimento da miocardiopatia chagásica. Baseado nestes dados 

nosso objetivo é determinar o perfil fenotípico e os mecanismos pelos quais as células T 

reguladoras CD4+CD25high exercem sua função e o papel dessas células no controle e/ou 

desenvolvimento das formas clínicas indeterminada (IND) e cardíaca (CARD) da doença de 

Chagas. O presente projeto nos permitirá contribuir com a produção de conhecimentos 

relevantes sobre o mecanismo de supressão das células T reguladoras na doença de Chagas.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização da população estudada 

 

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

da doença de Chagas e indivíduos não-infectados, com a idade variando entre 25-70 anos 

(Tabela 1). Estes pacientes foram provenientes do Ambulatório de referência em doença de 

Chagas do Centro de Treinamento e Referência em Doenças Infecciosas e Parasitárias (CTR-

DIP) do Hospital das clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas 

Gerais. Todos os pacientes foram acompanhados clinicamente pelo Professor Manoel Otávio 

da Costa Rocha. É importante salientar que o número(n) dos pacientes estudados neste 

trabalho foi diferente de acordo com o procedimento realizado. 

 

Tabela 1: Características da população estudada 

Forma Clínica Sigla Total de 

indivíduos 

Sexo M/F Idade 

Não Infectados NI 11 4/7 29-55 

Indeterminada IND 14 5/9 30-67 

Cardíaca CARD 13 10/3 25-70 

 

 

Após avaliação clínica, eletrocardiográfica e laboratorial, foram selecionados 

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

caracterizado pela presença de pelo menos duas reações sorológicas positivas dentre as três 

técnicas empregadas; idade compreendida entre 15 e 70 anos; presença de alterações 

eletrocardiográficas compatíveis com associação do bloqueio completo do ramo direito e 

hemibloqueio anterior esquerdo; níveis de tensão arterial dentro de faixa (sistólica < 160 

mmHg e diastólica < 90 mmHg); ausência de evidências clínicas e complementares de 

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

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

consentimento voluntário de participação na pesquisa.  

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

grupos: 

Grupo 1: Constituído por pacientes portadores da forma clínica indeterminada, caracterizada 

por positividade sorológica e/ ou parasitológica para doença de Chagas; ausência de sintomas 
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e/ ou sinais da doença; eletrocardiograma convencional normal; exames radiológicos do 

coração, esôfago e cólon normais. 

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

caracterizada por cardiomegalia com ou sem sinais de insuficiência cardíaca. 

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

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

do diagnóstico de doença de Chagas. 

Grupo 4: Constituído por pacientes portadores da forma clínica cardíaca, tratados com 

benzonidazol. Esses pacientes foram acompanhados clinicamente pela Professora Silvana 

Maria Eloi Santos. 

 

4.1.1 Critérios de exclusão  

 

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

inclusão definidos, acima, e os que apresentaram: 

 

*Impossibilidade ou ausência de disponibilidade para a realização dos exames propostos; 

*Hipertensão arterial sistêmica (HAS), definida operacionalmente como: pressão arterial 

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

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

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

exame físico, ou; 3) provável sobrecaga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de 

Romhilt-Estes ou; 4) evidencias de dilatação aórtica à radiografia de tórax;  

*Evidências clínicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;  

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

glicemia em jejum e se necessário, prova de tolerância oral à glicose, (National Diabetes Data 

Group.Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other cathegories of glucose 

intolerance.;  

* Episódio prévio sugestivo de doença reumática aguda;  

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

alterações radiológicas sugestivas;  

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

acima de 60 g de etanol);  

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

* Outras cardiopatias;  
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* Gravidez, definida por critérios laboratoriais;  

* Qualquer outra doença sistêmica significativa crônica ou aguda que pudesse interferir nos 

resultados dos métodos propostos.  

* Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menos que 10g/dl;  

* Distúrbios hidroeletrolíticos, especificamente, níveis séricos anormais de potássio e sódio;  

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

associadas ou não às manifestações clássicas de uremia.  

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

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

doação de sangue. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto René Rachou / 

FIOCRUZ (14/2006 – CEPSH-IRR) e pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG) (COEP - ETIC 37204). 

 

4.1.2 Tratamento e acompanhamento dos pacientes 

 

Os pacientes pertencentes ao grupo 4 foram tratados com benzonidazol (Rochagan- 

Roche) 5mg/Kg por 60 dias. A avaliação inicial, durante (30º e 60º dias) e 1 ano após o 

tratamento consiste em: avaliação clínica para detecção de sintomas ou sinais cardíacos ou 

digestivos, raio X de tórax, eletrocardiograma, holter, hemograma, teste ergométrico. O 

sangue foi coletado para avaliação hematológica e análise dos parâmetros imunológicos. 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina da UFMG 

(COEP – ETIC 025/97). 

 

4.1.3 Amostras de tecido cardíaco  

 

Para a realização deste trabalho foram utilizadas amostras de tecido cardíaco obtidas 

de pacientes chagásicos apresentando a forma clínica indeterminada (n=4) e cardíaca (n=3) da 

doença de Chagas e amostras de tecido cardíaco de indivíduos não infectados (n=3) 

submetidos à necropsia ou procedimentos cirúrgicos provenientes da Faculdade de Medicina 

do Triângulo Mineiro (Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Os pacientes estudados não receberam 

nenhum tratamento específico ao parasito e os testes sorológicos (fixação do complemento, 

hemaglutinação e imunofluorescência) foram realizados para a confirmação da doença de 

Chagas. A média de idade dos pacientes estudados foi de 55 ± 14 anos. O grupo controle, 

composto dos indivíduos NI foram indicados por sorologia negativa para doença de Chagas 

com média de idade de  54 ± 20 anos. As amostras de tecido cardíaco foram fixadas em 
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solução e embebidas em parafina para a realização da histologia convencional e 

imunohistoquímica.  

Os familiares dos pacientes avaliados neste estudo assinaram um Termo de 

Consentimento. Todas as dúvidas referentes à pesquisa foram esclarecidas. Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP -ETIC 

127/03) 

 

4.2 Obtenção dos antígenos solúveis 

 

4.2.1 Trypanosoma cruzi 

 

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

parasitos da forma epimastigota da cepa CL foram lavados três vezes em solução salina (PBS 

0,15M pH=7,4) por centrifugação e a massa úmida congelada e degelada três vezes. 

Completa-se a ruptura total dos parasitos por homogeneização em tubos Potter Elvejen a 

20.000 rpm 5 vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo. 

Subsequentemente, as suspensões foram centrifugadas a 50000 g durante 60 minutos a 4ºC 

contra PBS. O fluido sobrenadante límpido foi coletado, dialisado por 48 horas a 4ºC, 

esterilizado por filtração em filtro Millipore 0.45m e mantido em pequenas alíquotas (1ml) a 

-70 ºC até o uso.  

 

4.2.2 Schistosoma mansoni 

 

Os antígenos solúveis de ovos (SEA) e vermes adultos do S. mansoni (SWAP) foram 

obtidos segundo método descrito por (Gazzinelli et al., 1983), e cedidos para as avaliações in 

vitro deste trabalho pela Dra. Andréa Teixeira Carvalho (CPqRR/FIOCRUZ). 

Resumidamente, os ovos do parasito e os vermes adultos foram coletados, após seis semanas 

de infecção, de camundongos albinos infectados com cercarias da cepa LE do S. mansoni. 

Ovos ou vermes adultos do parasito foram triturados e ressuspendidos em salina 1,7%, 

utilizando-se um homogeneizador com pistão de teflon (Wirtis, DTL) (30 segundos de 

homogeneização com intervalos de 60 segundos). O homogenato foi centrifugado a 50.000g, 

durante uma hora, a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e dialisado contra PBS durante 48h a 

4ºCe, em seguida filtrado em filtro Millipore 0.22m e mantido em pequenas alíquotas (1ml) 

a -70 ºC até o uso.  
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4.2.3 Leishmania braziliensis  

 

O antígeno solúvel de Leishmania braziliensis foi obtido a partir do cultivo de massa 

de promastigotas em meio LIT. A massa final de parasitos foi inicialmente submetida a três 

ciclos de congelamento e descongelamento e posteriormente sonicada por ultrassom (Sonifier 

Cell Disruptor®- Brason Sonic Power Co. – EUA) durante 1 minuto a 40 Watts, em banho de 

gelo. A sonicação foi repetida por três vezes, com intervalo de 1 minuto entre as sonicações. 

Em seguida, o material sonicado foi centrifugado a 3000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para tubos cônicos de diálise (Centricon 5 kDa, 

Millipore, EUA), e centrifugados a 3000 g por 30 minutos. Por fim, o material remanescente 

foi filtrado em filtros estéreis descartáveis, de 0,22 m, em condições de fluxo laminar. Uma 

alíquota foi retirada para dosagem de proteína utilizando o biofotômetro Nanodrop N1000 

(Nanodrop, EUA). Amostras do antígeno foram aliquotadas e mantidas congeladas a -70°C 

até o uso. O antígeno de Leishmania foi cedido para as avaliações in vitro deste trabalho pelo 

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara (Departamento de Parasitologia/UFMG). 

 

4.2.4 Candida albicans  

 

O antígeno de Candida foi obtido através do extrato de Candida albicans (Greer 

Laboratories, EUA). Esse antígeno foi cedido para as avaliações in vitro deste trabalho pelo 

Dr.Ricardo Toshio Fujiwara (Departamento de Parasitologia/UFMG). 

 

4.3 Análise ex vivo do fenótipo celular de linfócitos TCD4+CD25high no sangue periférico 

 

Os ensaios ex-vivo de imunofenotipagem dos linfócitos TCD4+CD25high do sangue 

periférico dos pacientes tratados e não tratados foram realizados seguindo o protocolo descrito 

a seguir: 

Alíquotas de 100ul das amostras de células sanguíneas foram coletadas a vácuo em 

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

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

anticorpos monoclonais de superfície marcados com Ficoeritrina (PE), com isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), Aloficocianina (APC) ou Cloreto de Peridina Clorofila (PerCP). As 

células e anticorpos foram incubados por 30 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da 

luz. Posteriormente, as amostras de células foram submetidas à etapa de lise dos eritrócitos, 

utilizando-se 2mL de solução de lise comercial (Facs Lysing Solution - BD, E.U.A), por 10 
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minutos à temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 400g por 10 

minutos a 18ºC (Centrifuga Beckman Modelo j-6b, E.U.A). O sobrenadante foi descartado e 

as amostras lavadas com 2ml de PBS 0,015M, ph 7,4 (SIGMA, E.U.A). Em seguida, as 

amostras foram fixadas com 300ul de solução fixadora – Macs Facs Fix (MFF) (10g/l de 

paraformaldeído, 1% de cacodilato de sódio, 6,67g/l de cloreto de sódio, pH 7,2 - SIGMA, 

E.U.A). Após um período adicional de 15 minutos a 4ºC, a análise dos parâmetros fenotípicos 

foi determinada com o auxílio de um citômetro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A).  

 

4.4 Análise do fenótipo celular, detecção de citocinas intracitoplasmáticas e expressão de 

Foxp3 por linfócitos TCD4+CD25high no sangue periférico  

 

As células sanguíneas dos pacientes tratados e não tratados que participaram deste 

estudo foram coletadas em tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Alíquotas de 1ml de 

sangue total foram adicionadas em tubos de polipropileno de 12ml (Falcon, E.U.A). As 

células do sangue periférico foram incubadas na presença de meio de cultura RPMI-1640 

(GIBCO, E.U.A), recebendo a denominação de cultura controle (Meio) ou na presença de 

antígenos solúveis epimastigotas do T. cruzi, apresentando uma concentração final de 

25ug/ml, recebendo a denominação de cultura com estímulo específico (EPI). Para a 

verificação do impacto da estimulação in vitro com antígenos não relacionados no perfil das 

células T CD4+CD25high as células do sangue periférico foram incubadas adicionalmente na 

presença de antígenos de Candida Albicans  apresentando uma concentração final de 25ug/ml, 

recebendo a denominação (CAND); ou na presença de antígenos solúvel de ovo de 

Schistossoma mansoni apresentando uma concentração final de 25ug/ml, recebendo a 

denominação (SEA); ou  na presença de antígenos de verme adulto de Schistossoma mansoni 

apresentando uma concentração final de 25ug/ml, recebendo a denominação (SWAP) ou na 

presença de antígenos de Leishmania braziliensis apresentando uma concentração final de 

25ug/ml, recebendo a denominação (Lb). 

Os tubos foram previamente incubados durante 18 horas em estufa de CO2 com 5% de 

umidade a 37ºC (Forma Scientific E.U.A). Em seguida, foram adicionados a todos os tubos de 

cultura 20ul de Brefeldina A (SIGMA, E.U.A), 1mg/ml (concentração final de 10ug/ml). As 

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

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

essa substância mantém a citocina no complexo de Golgi. Após a incubação, 200ul de EDTA 

(SIGMA, E.U.A) 20mM, obtidos de uma solução estoque de 200mM, diluída 1/10 

(concentração final de 2mM) foram adicionados diretamente às culturas. Os tubos contendo as 
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amostras foram incubados por 15 minutos em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC. Esse 

procedimento bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de 

resultados padronizados e comparáveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de 

sangue 3ml de PBS-W e estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18ºC. O 

sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2ml. Foram transferidos 200ul deste 

sangue para tubos de poliestireno de 5ml (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com 

os anticorpos correspondentes e em seguida, incubados por 30 minutos à temperatura 

ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2ml de solução de lise 

comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos à temperatura ambiente. ao abrigo da luz. As 

células foram lavadas com 1ml de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 minutos à 18ºC. O 

conteúdo foi emborcado e 300ul de solução fixadora - MFF adicionada aos tubos.  

Para a detecção das citocinas intracitoplasmáticas e do fator de transcrição Foxp3 

foram acrescentados aos tubos 2,5ml de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% 

de azida sódica e 0,5% de saponina) por 10 minutos à temperatura ambiente. Seguidos da 

adição de 20ul de anticorpos anti-citocina, diluídos 1:20 em PBS-P ou anti-Foxp3 aos 

respectivos tubos, e posteriormente incubados por 1 hora à temperatura ambiente, na ausência 

de luz. Após a incubação, as células foram primeiramente lavadas com 1ml de PBS-P e em 

seguida, com 1ml de PBS-W. No final, foram adicionados 300ul de solução fixadora MFF. As 

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

de fluxo (FAScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 50.000 eventos dentro da 

população de linfócitos totais (gate R1) 

 

4.5 Obtenção e análise dos dados no citômetro de fluxo  

 

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

com lâmpada de argônio que permite a avaliação básica de 6 parâmetros: tamanho (FSC) e 

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

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

correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitação de FITC, PE, 

PerCP e APC. A identificação de populações celulares de interesse, bem como a determinação 

do valor percentual destas populações e sub-populações, foram feitas através de um sistema 

de computador e o "software, Cell Quest", acoplado ao citômetro. O "Cell Quest" fornece um 

perfil de células de acordo com o tamanho e granulosidade.  

A análise de células T CD4+CD25high foi feita segundo protocolo proposto por 

Baecher-Allan e colaboradores (2001). Primeiramente foi selecionada a população de 
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linfócitos totais, denominada R1, baseada em gráficos de distribuição puntual de tamanho 

(FSC) versus granulosidade (Figura 1A). Em seguida, gráficos de FL3 (CD4) versus FL4 

(CD25) foram construídos para identificar a segregação da população CD4+ em 3 

subpopulações: CD4+CD25high (R2), CD4+CD25low (R3) e CD4+CD25- (R4) (Figura1B).  

O próximo passo consistiu na combinação das regiões R1 e R2, R3, R4 através da 

fórmula G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1and R4, onde and designa a interseção dos 

eventos presentes simultaneamente em R1 e R2 (Figura 1C). Em seguida, os histogramas 

contendo as células confinadas em G2 foram utilizados para quantificar os percentuais dos 

seguintes marcadores, por nós definidos: CD45RA, CD45RO, CD62L, CD40L, CD69, HLA-

DR, CD11a, CD18, CD54, GITR, CTLA-4, IL-10, TGF-, IL-17, Granzima B e Foxp3 na 

população CD4+CD25high (G2), tomando como padrão o controle isotipo para evitar reações 

inespecíficas. 
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Figura 1: Análise de linfócitos TCD4+CD25high do sangue periférico por citometria de fluxo. 

(A) Representa o perfil celular obtido no contexto ex-vivo, característico de gráficos de 

tamanho versus granulosidade. (B) Representa um perfil celular obtido em um gráfico de 

fluorescência 3 (CD4 – PerCP) versus fluorescência 4 (anti-CD25 – APC), abordagem 

utilizada para delimitar a população celular de interesse CD4+CD25high (R2), CD4+CD25low 

(R3) e CD4+CD25- (R4). (C) Representa o perfil celular obtido pelo gráfico de histograma da 

fluorescência 2 (CD45RO - PE), abordagem utilizada para delimitar a população de interesse 

CD4+CD25highCD45RO+. 
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4.6 Obtenção de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) 

 

O sangue dos pacientes que participarem deste estudo foi coletado em tubo vacutainer 

estéril contendo heparina. O sangue total heparinizado foi lentamente adicionado a uma 

mistura de Hystopaque (SIGMA), na proporção de 2:1 em tubos de 50 ml. Os tubos foram 

centrifugados a 400g durante 40 minutos a 20oC em centrífuga refrigerada Beckman, modelo 

J-6B (Beckman Instruments Inc., Irvine, USA). Ao final da centrifugação obteve-se um anel 

de PBMC entre o Hystopaque e o plasma. O plasma foi retirado cuidadosamente e 

posteriormente utilizado para os testes de sorologia convencional para a doença de Chagas. 

As células foram coletadas e transferidas para tubos cônicos de 50 ml onde foram lavadas 3 

vezes por centrifugação 400g por 10 minutos a 4oC em meio de cultura MEM (Minimal 

Essential Medium). Finalmente, as células foram ressuspendidas em RPMI, contadas em 

câmara de Neubauer, e ajustadas para a concentração desejada de acordo com o ensaio a ser 

realizado. 

 

4.7 Purificação das células TCD4+CD25+  

 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas do sangue 

periférico dos pacientes com doença de Chagas e indivíduos NI como descrito anteriormente. 

Para a separação das subpopulações de células TCD4+ em CD4+CD25+ foi utilizado o sistema 

de purificação por meio de microesferas magnéticas (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Glaadbach, Germany) de acordo com as instruções sugeridas pelo fabricante. A purificação 

das células TCD4+CD25+ foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, PBMC dos 

pacientes foram incubadas com um coquetel de anticorpos monoclonais conjugados a biotina 

anti CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 e Glicoforina A e em seguida incubadas 

com microesferas contendo anticorpos anti-biotina. Após esse procedimento, as células CD4 

foram excluídas da suspensão celular pela exposição a coluna MACS apropriada a um campo 

magnético fornecido pelo equipamento VarioMACS (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Glaadbach, Germany). Na segunda etapa, as células TCD4+CD25+ foram diretamente 

marcadas com microesferas contendo anticorpos anti-CD25 e selecionadas positivamente, 

após passagem pela coluna MACS apropriada. As células TCD4 +CD25+ ficaram retidas na 

coluna e após a remoção da coluna do campo magnético foram eluídas com salina tamponada 

com fosfato (PBS) pH 7.2, suplementada com 0,5% de albumina bovina sérica e 2 mM de 

EDTA. Para obtermos alta pureza, a seleção positiva da fração de células contendo 
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TCD4+CD25+ foi separada novamente, repetindo-se a segunda a etapa do procedimento. 

Desta forma, obtivemos nossa população celular de interesse: de células TCD4+CD25+ (Treg). 

 

4.8 Atividade funcional das células TCD4+CD25+ 

 

Para avaliação da atividade supressora, as células TCD4+CD25+ foram purificadas e 

co-cultivadas com PBMC (1x105/poço marcadas com CFSE) de pacientes portadores da 

doença de Chagas e de indivíduos não infectados e células TCD4+CD25+ (2,5x104/poço), na 

ausência ou presença de antígenos derivados do T. cruzi em placas de 96 poços, fundo chato. 

Em alguns poços foram acrescentados à co-cultura anticorpos monoclonais anti-IL-10 

(Clone:23738, 1,8mg/mL), anti-CTLA-4 (Clone:BNI3, 1mg/mL) ou anti-TGF- 

(Clone:AB100-NA, 1mg/mL) para avaliação do possível mecanismo de supressão realizado 

pelas células TCD4+CD25+. As culturas foram mantidas em incubadora contendo 5% de CO2 

em atmosfera úmida (Scientific, Marietta, OH, USA) a 37% durante 6 dias. Posteriormente foi 

realizada a avaliação da proliferação celular para análise da atividade funcional das células 

TCD4+CD25+. 

 

4.9 Ensaio de proliferação celular 

 

A avaliação da proliferação celular foi realizada através da marcação com o corante 

CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) (CFSE Cell Proliferation Kit – C34554 – 

Invitrogen, Molecular Probes). O CFSE consiste em uma molécula fluorescente que contém 

succinimydyl ester functional group que se difunde pelo citoplasma sem afetar as funções 

celulares. Durante cada ciclo de divisão celular, o fluoróforo é distribuído igualmente entre as 

células filhas geradas e a intensidade de fluorescência cai pela metade à medida que as células 

proliferam.  

Para a aquisição dos dados no citômetro de fluxo e avaliação da proliferação celular, 

primeiramente foi selecionada a população de linfócitos totais, denominada R1, baseada em 

gráficos de distribuição puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (Figura 2A). Em 

seguida, gráficos de FL1-CFSE (FITC) versus tamanho (FSC) dentro do gate de linfócitos 

totais (R1) foram construídos para identificar a marcação com o CFSE (Figura 2B). 

Posteriormente, foi construído um gate R2 para eliminação de células não marcadas com 

CFSE (células TCD4+CD25+). Após essa etapa, gráficos de FL1-CFSE (FITC) versus 

tamanho (FSC) novamente foram realizados, entretanto com combinação das regiões R1 e R2 

através da fórmula G1=R1 and R2, onde and designa a interseção dos eventos presentes 
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simultaneamente em R1 e R2 (Figura 2C). Na Figura 2C podemos notar no quadrante superior 

à esquerda a fluorescência do marcador CFSE caracterizando as células que apresentam 

proliferação celular e o quadrante superior à direita correspondem às células marcadas com 

CFSE, mas que não apresentam proliferação celular. 
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Figura 2: Análise da proliferação celular do sangue periférico de pacientes com doença de 

Chagas e indivíduos não infectados por citômetria de fluxo. 

(A) Representa o perfil celular obtido na cultura característico de gráficos de tamanho versus 

granulosidade (B) Representa um perfil celular obtido em um gráfico de fluorescência 1 

(CFSE – FITC) versus tamanho (FSC), abordagem utilizada para delimitar a população 

celular CFSE positiva (C) Representa um perfil celular obtido em um gráfico de fluorescência 

1 (CFSE – FITC) versus tamanho (FSC) utilizando-se combinação das regiões R1 e R2 

através da fórmula G1=R1 and R2, abordagem utilizada para delimitar a população celular 

que se encontra em processo de divisão celular. 
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4.10 Cinética da expressão de Foxp3 em PBMC  

 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes apresentando a 

forma clínica IND ou CARD e de indivíduos NI foram cultivadas em placas de 24 poços na 

presença de meio de cultura CMBLAST (1,6% de L-glutamina; 3% de 

Antibiótico/Antimicótico; 5%NHS e RPMI-1640, GIBCO, E.U.A), recebendo a denominação 

de cultura controle (Meio) ou na presença de antígenos solúveis epimastigotas do T. cruzi, 

apresentando uma concentração final de 25ug/ml, recebendo a denominação de cultura com 

estímulo específico (EPI). As placas foram incubadas por tempo variável (1 a 5 dias), a 37ºC e 

5% CO2. As células foram lavadas com PBS-W e incubadas por 20-30 minutos, ao abrigo da 

luz, com anticorpos monoclonais de superfície marcados com PercP: anti-CD4; PE: anti-

CD25. Em seguida as amostras foram lavadas novamente com PBS-W por centrifugação 

(400g, 10 minutos, 4ºC) e o sobrenadante de cultura desprezado. Após fixação e 

permeabilização com PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 

0,5% de saponina) as células foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-Foxp3 

marcados com APC, por 1 hora à temperatura ambiente, na ausência de luz Após a incubação, 

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

W. No final, foram adicionados 300ul de solução fixadora MFF. As amostras contendo a 

suspensão celular foram utilizadas para aquisição de dados em citômetro de fluxo 

(FAScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 50.000 eventos dentro da população 

de linfócitos totais. 

 

4.11 Processamento dos tecidos e Imunohistoquímica para o fator de transcrição Foxp3 

 

As amostras de tecido destinadas a imunohistoquímica foram fixadas em 

paraformaldeido 4% tamponado com tampão fosfato por 24 horas. Em seguida as amostras 

foram desidratadas com banhos de álcool de 10 minutos cada, em concentrações crescentes 

entre 70% a 100%. Após este passo as amostras foram diafanizadas com 3 banhos de 30 

minutos de xilol e em seguida incluídas em parafina. Assim que os tecidos foram incluídos 

em blocos de parafinas, os mesmos foram levados ao micrótomo histológico para a realização 

de cortes de 6 μm de espessura. Após a confecção das lâminas histológicas essas 

permaneceram em estufa a 40º, overnight. A desparafinização das lâminas foi realizada com 3 

banhos de xilol de 20 minutos cada. Em seguida as lâminas foram hidratadas em sucessivos 

banhos de álcool (álcool Absoluto 2X, álcool 90%, álcool 70%, álcool 50%), por 2 minutos 

cada. Do álcool o tecido foi direto para solução salina tampão fosfato (PBS), passando por 2 
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banhos de 5 minutos. O bloqueio de ligação inespecífica foi obtido com PBS contendo BSA 

(2%) por 30 minutos.  

O anticorpo anti-Foxp3 (eBioscience, clone PCH101) foi apropriadamente diluído em 

PBS contendo BSA (2%), usando-se em torno de 100μl de solução já diluída por lâmina. A 

incubação do anticorpo foi realizada overnight. Posteriormente as lâminas foram lavadas com 

PBS-Tween e incubadas com o ligante biotinilado anti-IgG2a de camundongo / anti-IgG2a de 

coelho do Kit DAKO (Ref. K0675) por 45 minutos e lavadas com PBS-Tween por 3 vezes, 5 

minutos cada banho. Depois as lâminas foram incubadas com a estreptoavidina / peroxidase 

do Kit DAKO por 45 minutos e lavadas com PBS-Tween por 3 vezes, 5 minutos cada. Foi 

realizada a incubação com solução de di-amino-benzidina e peróxido de hidrogênio 30% em 

PBS por 10 minutos. Finalmente as lâminas foram lavadas com PBS-Tween e contra-coradas 

com hematoxilina de Mayer. As mesmas passaram pelo processo de desidratação (álcool 

50%, álcool 70%, álcool 90%, álcool absoluto 2X, xilol I, xilol II, sendo 2 minutos cada 

banho e 10 minutos de xilol III) e montadas em meio sintético. 

 

4.12 Quantificação dos linfócitos Foxp3 e análise morfométrica 

 

A quantificação de linfócitos totais Foxp3 positivos no tecido cardíaco dos pacientes 

IND, CARD e indivíduos não infectados foi realizada a partir de secções de tecidos 

submetidos à técnica de imunohistoquímica com anticorpo anti-Foxp3. A enumeração destas 

células foi realizada pela contagem de 30 campos aleatórios (Área total de 1566µm2) em um 

único slide por paciente, com aumento de 400x. O percentual de células Foxp3 positivas foi 

determinado pela relação de células mononucleares totais (morfologia dos linfócitos) e total 

de células Foxp3 positivas. Ambas as células (linfócitos e células  Foxp3 positivas) foram 

contadas no mesmo campo. 

O processo inflamatório foi quantificado pelo número total de células mononucleares 

(morfologia dos linfócitos) para determinar a intensidade do processo inflamatório. Estudos 

morfométricos destas células foram realizados pela analise de imagens (Kontron KS300 v. 

2.0).  

 

4.13 Análise Estatística 

 

Para análise estatística dos dados, primeiramente foi utilizado o software Minitab, 

versão 10.1 (E.U.A) com o intuito de verificar se os dados eram paramétricos ou não-

paramétricos através do teste de normalidade Anderson Darling. Em seguida, análise 
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estatística referente aos dados não paramétricos foi realizada a partir do teste Kruskal Wallis 

seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferenças entre os grupos estudados, e do teste 

de Wilcoxon, para análises pareadas, verificando diferenças entre culturas controle ou culturas 

estimuladas. O nível de significância definido foi de p < 0.05 e todas as análises foram 

realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prim 4.0.3 (San Diego, CA). 

A análise estatística referente aos dados paramétricos foi realizada a partir do teste 

MANOVA, com o objetivo de detectar diferenças entre os grupos estudados, e verificar 

diferenças entre culturas controle ou culturas estimuladas. Para comparações múltiplas 

(determinar qual grupo obteve diferença) foi utilizado Hotelling’s T-Squared Test. O nível de 

significância definido foi de p < 0.05 e todas as análises foram realizadas utilizando-se o 

software Minitab, versão 10.1 (E.U.A).  

Para análise estatística dos dados do tecido cardíaco foi utilizado o teste não 

paramétrico ANOVA ONEWAY. Foi considerado o nível de significância de p<0.05. Toda a 

análise estatística realizada neste trabalho foi orientada e supervisionada pela bioestatística do 

setor de Assessoria em Bioestatística do IRR. 
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5 RESULTADOS 

 

Os dados gerados no presente estudo serão apresentados na seguinte ordem: 

Caracterização do perfil fenotípico das células TCD4+CD25high e sua presença no tecido 

cardíaco; efeito da estimulação com antígenos não relacionados sobre o perfil das células 

TCD4+CD25high, atividade funcional, cinética de expressão de Foxp3 e o efeito do 

tratamento com benzonidazol sobre o perfil das células TCD4+CD25high. 

 

5.1 Caracterização das células TCD4+CD25high no sangue periférico de indivíduos não 

infectados, pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada ou cardíaca  

 

Células T reguladoras naturais expressam o marcador de superfície CD25 e o fator de 

transcrição Foxp3. Entretanto, a expressão de CD25 na superfície das células T não é 

suficiente para determinar o perfil fenotípico das células Treg, uma vez que esta molécula está 

presente também em outras populações de células T ativadas (Baecher-Allan et al., 2001). 

Para o estudo das células Treg, várias moléculas são utilizadas para caracterização de seu 

fenótipo regulador. Com o objetivo de caracterizar o perfil fenotípico das células 

TCD4+CD25high do sangue periférico dos indivíduos NI  e dos pacientes apresentando as 

formas clínicas IND e CARD foram analisadas as seguintes moléculas de superfície: CTLA-4, 

CD45RA, CD45RO, HLA-DR, CD40L, CD69, GITR, as moléculas intracelulares Foxp3, 

Granzima B e as citocinas IL-10, TGF- e IL-17, tanto ex vivo quanto após estimulação in 

vitro com antígenos do T. cruzi. 

A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25high no grupo IND em relação ao grupo NI após estimulação in vitro com 

antígenos do T. cruzi (Figura 3B). Não foi observada nenhuma diferença significativa na 

avaliação entre os grupos ex vivo (Figura 3A).  

A avaliação da expressão da molécula de superfície CTLA-4 e da citocina 

intracitoplasmática IL-10 mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25highCTLA-4+ no grupo CARD em relação ao grupo NI após estimulação in vitro 

com antígenos do T. cruzi (Figura 4A). Foi observado ainda um aumento significativo no 

percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ no grupo IND em relação ao grupo NI após 

estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (Figura 4B).  
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Figura 3: Análise do percentual de células TCD4+CD25high no sangue periférico de 

indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada 

(IND=14) ou cardíaca (CARD= 13). (A) representa o percentual de células TCD4+CD25high 

ex vivo e (B) representa o percentual de células TCD4+CD25high após 22 horas de estimulação 

com antígenos do T. cruzi. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de 

células positivas para o marcador CD25. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

em relação ao grupo NI está representa pela letra a. 
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Figura 4: Análise do percentual de células TCD4+CD25high no sangue periférico de 

indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada 

(IND=14) e cardíaca (CARD= 13). (A) representa o percentual de células 

TCD4+CD25highCTLA-4+ após 22 horas de estimulação com antígenos do T. cruzi e (B) 

representa o percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ após 22 horas de estimulação com 

antígenos do T. cruzi. Os resultados estão expressos como mediana do percentual de células 

positivas para o marcador CD25 co-expressando a molécula de superfície CTLA-4 ou a 

citocina intracitoplasmática IL-10. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) em 

relação ao grupo NI está representa pela letra a. 
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A avaliação fenotípica das células TCD4+CD25high foi feita ainda utilizando vários 

marcadores de superfície assim como citocinas. Esta análise é importante para a identificação 

mais precisa desta subpopulação celular.  

A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25highCD40L+ e TCD4+CD25highCD69+ em pacientes dos grupos IND e CARD em 

relação ao grupo NI após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (Tabela 2). 

Observou-se também aumento significativo na expressão de CD40L e CD69 por células 

TCD4+CD25high de pacientes do grupo IND e CARD após estimulação in vitro com antígenos 

do T. cruzi quando comparado a análise ex vivo (Tabela 2). 

Recentemente alguns estudos demonstraram células TCD4+ são aptas a sintetizarem 

Granzima B e perforinas (Appay et al.,. 2002; Van Leeuwen et al., 2004). Além disso, 

Grossman e colaboradores (2004) mostraram que as células Treg CD4+CD25+ humanas para 

mediar a supressão necessitam de Granzima A. Baseado nestes dados analisamos a presença 

de células TCD4+CD25highGranzima B+ do sangue periférico nos grupos estudados. 

A avaliação da expressão da molécula Granzima B mostrou aumento significativo no 

percentual de células TCD4+CD25highGranzima B+ no grupo CARD quando comparado ao 

grupo NI após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (Tabela 2).  

A análise dos dados não mostrou diferença significativa na expressão de CD45RA, 

CD45RO, HLA-DR, GITR, do fator de transcrição Foxp3 (Tabela 2) e das citocinas TGF- e 

IL-17 (Tabela 2) por linfócitos TCD4+CD25high entre os grupos estudados tanto ex vivo quanto 

após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (Tabela 2). 
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Molécula  
 

TCD4+CD25high   

CD45RA Ex vivo  In vitro  
 NI 5.97  1.62 NI 5.25  2.07 
 IND 7.57  1.91 IND 5.10  1.26 
 CARD 6.56  2.15 CARD 4.74  1.06 
CD45RO Ex vivo  In vitro  
 NI 90.77  2.08 NI 89.88  2.45 
 IND 90.37  2.39 IND 88.91  2.47 
 CARD 92.34  1.83 CARD 90.94  1.67 
HLA-DR Ex vivo  In vitro  
 NI 14.14  1.80 NI  11.77  1.33 
 IND 14.05  1.44 IND  14.44  2.07 
 CARD 16.82  3.57 CARD  15.81  2.96 
CD40L Ex vivo  In vitro  
 NI  3.02  1.52 NI  5.12  1.24 
 IND  5.17  2.28 IND  12.34  2.17* 
 CARD  4.12  1.58 CARD  11.08  1.83* 
CD69 Ex vivo  In vitro  
 NI  0.52  0.13 NI  1.47  0.38 
 IND  0.86  0.19 IND  36.96  5.03* 
 CARD  0.88  0.40 CARD  26.62  4.46* 
GITR Ex vivo  In vitro  
 NI  2.71  1.53 NI  0.46  0.45 
 IND  1.44  0.46 IND  0.41  0.21 
 CARD  0.88  1.59 CARD  1.50  0.71 
Foxp3 Ex vivo  In vitro  
 NI  51.79  6.00 NI  59.24  5.50 
 IND  55.65  14.58 IND  49.17  7.59 
 CARD  51.42  5.24 CARD  45.53  10.53 
Granzima B Ex vivo  In vitro  
 NI  0.45  0.46 NI  1.45  0.72 
 IND  0.73  0.48 IND  7.21  3.90 
 CARD  3.34  0.66 CARD  13.76  8.60* 
TGF- Ex vivo  In vitro  
 NI 1.69  1.68 NI 2.07  2.68 
 IND 3.06  0.94 IND 3.66  1.88 
 CARD 3.98  1.02 CARD 2.33  1.55 
IL-17 Ex vivo  In vitro  
 NI 0.80  0.49 NI 0.50  0.29 
 IND 1.25  0.68 IND 0.27  0.12 
 CARD 0.69  0.41 CARD 0.62  0.34 
     
Tabela 2: Análise fenotípica de células TCD4+CD25high. Os resultados estão expressos como 

mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando a molécula 

de interesse. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) em relação ao grupo NI está 

representa pelo símbolo *. Ex vivo = antes da estimulação antigênica e In vitro = após 

estimulação com antígenos do T. cruzi.  
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5.2 Caracterização das células TCD4+CD25high com perfil migratório no sangue 

periférico de indivíduos não infectados, pacientes apresentando as formas clínicas 

indeterminada ou cardíaca  

 

Estudos recentes sugerem que as células T reguladoras funcionam efetivamente in 

vivo, possuem capacidade de migração e operam tanto em tecidos linfóides como não-

linfóides (Campbell & Ziegler, 2007). Baseado nestes achados, as células T CD4+CD25high de 

pacientes do grupo IND e CARD e indivíduos NI foram avaliadas de acordo com a expressão 

de moléculas de superfície com o intuito de caracterizar o perfil migratório desta 

subpopulação celular nestes pacientes. 

CD62L é uma molécula de adesão expressa em linfócitos e sua diminuição ou 

ausência está associada a células ativadas (dos Santos et al., 2001). Nossos dados mostraram 

aumento no percentual de células TCD4+CD25highCD62L- de pacientes chagásicos quando 

comparado aos indivíduos NI após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (EPI) 

(Figura 5A). Os dados também mostraram aumento do percentual de células 

TCD4+CD25highCD62L- em pacientes dos grupos IND e CARD na cultura EPI quando 

comparado ao ex vivo (Figura 5A). Com relação à molécula de superfície CD54, caracterizada 

como ligante de LFA-1, a análise dos dados mostrou um aumento na intensidade media de 

fluorescência de células TCD4+CD25highCD54+ dos grupos IND e CARD quando comparado 

aos indivíduos NI na cultura contendo antígenos de EPI (Figura 5B). 

LFA-1 (CD11a/CD18) é o único membro da família das 2 integrinas expressas por 

células TCD4+CD25+ e possuem importante papel no tráfego e ativação celular além de 

propriedades de adesão (Lub et al., 1995; Berlin-Rufenach et al., 1999; Abraham et al., 1999; 

Abraham & Miller, 2001; Kandula & Abraham, 2004). A análise dos dados mostrou um 

aumento na intensidade media de fluorescência de células TCD4+CD25highCD11a+ em 

pacientes dos grupos IND e CARD quando comparado aos indivíduos NI na cultura EPI 

(Figura 6A). Foi observado aumento na intensidade média de fluorescência de células 

TCD4+CD25highCD18+ no grupo IND quando comparado aos indivíduos NI na cultura EPI 

(Figura 6B). 
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Figura 5: Análise do percentual de células TCD4+CD25highCD62L- e TCD4+CD25highCD54+ 

no sangue periférico de indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas 

clínicas indeterminada (IND=14) ou cardíaca (CARD= 13). (A) representa a mediana do 

percentual de células TCD4+CD25highCD62L- ex vivo e após 22 horas de estimulação com 

antígenos do T. cruzi (EPI). (B) representa a intensidade média de fluorescência (IMF) de 

células TCD4+CD25highCD54+ ex vivo e após 22 horas de estimulação com antígenos do 

T.cruzi (EPI). A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos estudados 

estão representadas pelo p valor. 
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Figura 6: Análise do percentual de células TCD4+CD25highCD11a+ e TCD4+CD25highCD18+ 

no sangue periférico de indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas 

clínicas indeterminada (IND=14) ou cardíaca (CARD=13). (A) representa a intensidade 

média de fluorescência de células TCD4+CD25highCD11a+ ex vivo e após após 22 horas de 

estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI) (B) representa intensidade média de 

fluorescência de células TCD4+CD25highCD18+  ex vivo e após 22 horas de estimulação com 

EPI. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos estudados estão 

representadas pelo p valor. 

0

100

200

300

400

500

600

700

IM
F

 T
C

D
4+

C
D

25
h

ig
h
C

D
11

a+

Ex vivo EPI Ex vivo EPI Ex vivo EPI

NI CARDIND

p<0.05

0

50

100

150

200

250

300

350

IM
F

  T
C

D
4+

C
D

25
h

ig
h
C

D
18

+ p<0.05

Ex vivo EPI Ex vivo EPI Ex vivo EPI

NI CARDIND

A B

0

100

200

300

400

500

600

700

IM
F

 T
C

D
4+

C
D

25
h

ig
h
C

D
11

a+

Ex vivo EPI Ex vivo EPI Ex vivo EPI

NI CARDIND

p<0.05

0

50

100

150

200

250

300

350

IM
F

  T
C

D
4+

C
D

25
h

ig
h
C

D
18

+ p<0.05

Ex vivo EPI Ex vivo EPI Ex vivo EPI

NI CARDIND

A B



 57

5.3 Avaliação da presença de foco inflamatório e quantificação de células Foxp3 

positivas em amostras de tecido cardíaco de indivíduos não infectados, pacientes 

apresentando as formas clínicas indeterminada 

 ou cardíaca  

 

Baseado na observação de que as células TCD4+CD25high apresentam um perfil 

fenotípico de migração, nos questionamos se essas células poderiam estar presentes no tecido 

cardíaco. Com o objetivo de avaliarmos a possível participação de células Treg no tecido 

cardíaco de pacientes com doença de Chagas análises de imunohistoquímica foram realizadas 

para detecção de células Foxp3 positivas nos focos inflamatórios de tecidos cardíacos de 

pacientes apresentando as formas clínicas IND, CARD e indivíduos NI.  

Os resultados demonstraram que os focos inflamatórios encontrados em tecidos 

cardíacos de pacientes do grupo IND e CARD são constituídos principalmente de células de 

morfologia mononuclear, sugerindo uma maciça participação de linfócitos (Figura 7B-C). 

Pacientes com a forma clínica CARD apresentaram processos inflamatórios mais numerosos e 

intensos (Figura 7C) em comparação aos pacientes do grupo IND (Figura 7B). Além disso, a 

presença de fibrose próxima aos focos inflamatórios pode ser facilmente notada nos pacientes 

portadores de cardiopatia grave (Figura 7C). Indivíduos não infectados não apresentam focos 

inflamatórios no tecido cardíaco (Figura 7A). 

A análise de distribuição de linfócitos Foxp3 positivos no tecido cardíaco dos grupos 

estudados mostra que os mesmos estão distribuídos preferencialmente ao redor dos vasos 

sanguíneos, sendo raramente encontrados próximos aos focos inflamatórios (Figura 7D-E-F). 

A análise quantitativa destas células demonstrou um aumento significativo no percentual de 

células Foxp3 positivas no grupo IND em relação aos indivíduos NI (Figura 7G) Estes 

resultados sugerem que células Foxp3 positivas estão presentes no tecido cardíaco e, portanto, 

podem modular a resposta inflamatória no tecido durante a fase crônica da doença de Chagas. 
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Figura 7- Análise do foco inflamatório e quantificação de células Foxp3 positivas no tecido 

cardíaco. A primeira coluna representa a análise do foco inflamatório e a segunda coluna 

representa as células Foxp3 positivas de (A-D) indivíduos não infectados (NI=3), (B-E) 

pacientes apresentando a forma clínica indeterminada (IND=4) e (C-F) pacientes 

apresentando a forma clínica cardíaca (CARD= 3). (G) representa a análise quantitativa de 

células Foxp3 positivas. A quantificação foi determinada pela média de linfócitos positivos 

para este marcador como descrito em Material e Métodos. As diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) entre os grupos IND e NI estão representadas pela letra a. As setas 

indicadas na figura representam células Foxp3 positivas. 
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5.4 Verificação do efeito da estimulação in vitro com antígenos não relacionados sobre o 

perfil das células TCD4+CD25high no sangue periférico de indivíduos não infectados, 

pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada ou cardíaca  

 

 Estudos envolvendo a depleção ou transferência de células T reguladoras CD4+CD25+ 

têm mostrado evidências de que as células Treg podem influenciar a resposta imune contra 

patógenos e no efeito das doenças infecciosas (Mills, 2004). Entretanto evidências de que 

células Treg são antígeno-específicas ainda são limitadas. Alguns estudos em modelos 

experimentais ainda demonstram que uma vez ativada, a função supressora das células Treg 

CD4+CD25+ são antígeno não-específicas (Thornton & Shevach, 2000). 

Baseado nestes dados, a caracterização do perfil fenotípico das células 

TCD4+CD25high, na presença de diferentes estímulos antigênicos para determinar a 

especificidade dessas células seria apropriado no presente trabalho. Para alcançar esse 

objetivo, as células TCD4+CD25high de indivíduos NI e pacientes do grupo IND e CARD 

foram estimuladas por antígenos solúveis do T. cruzi (EPI); antígenos de Candida Albicans 

(CAND); antígenos solúveis de ovo de Schistossoma mansoni (SEA); antígenos de verme 

adulto de Schistossoma mansoni (SWAP) ou antígenos de Leishmania braziliensis (Lb) e 

posteriormente avaliado o percentual de células TCD4+CD25high co-expressando o fator de 

transcrição Foxp3; as citocinas intracitoplasmáticas TGF- e IL-17; a molécula Granzima B e 

a molécula de superfície GITR. 

A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25high nos grupos IND e CARD na cultura EPI em relação às culturas SEA e SWAP 

(Figura 8B-C). A análise dos dados também demonstrou um aumento significativo no 

percentual de células TCD4+CD25high no grupo IND na cultura CAND em relação à SEA 

(Figura 8B) Não foi observada nenhuma diferença significativa na avaliação entre os 

estímulos no grupo NI (Figura 8A).  
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Figura 8: Análise do percentual de células TCD4+CD25high no sangue periférico após 22 

horas de estimulação com antígenos não relacionados. (A) representa o percentual de células 

TCD4+CD25high de indivíduos não infectados (NI=5) (B) pacientes apresentando a forma 

clínica indeterminada (IND=6) e (C) pacientes  apresentando a forma clínica cardíaca 

(CARD=6). EPI representa a resposta após estimulação com antígenos do T. cruzi; CAND 

com antígenos de Candida Albicans; SEA com antígenos solúveis de ovo de Schistossoma 

mansoni; SWAP com antígenos de vermes adultos de Schistossoma mansoni e Lb com 

antígenos de Leishmania braziliensis. Os resultados estão expressos como mediana do 

percentual de células positivas para o marcador CD25 da cultura estimulada dividido pela 

cultura controle (INDEX). As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em relação à 

cultura EPI quando comparada às culturas SEA e SWAP estão representas pelas letras c e d, 

respectivamente. 
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Nossos resultados demonstraram um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25highGranzima B+ nos grupos IND e CARD na cultura EPI em relação às culturas 

SEA e SWAP (Tabela 3). A análise dos dados também demonstrou aumento significativo no 

percentual de células TCD4+CD25highGranzima B+ no grupo IND na cultura EPI em relação à 

cultura Meio (Tabela 3). Não foi observada nenhuma diferença significativa na avaliação 

entre os estímulos no grupo NI (Tabela 3).  

A avaliação da expressão da molécula de superfície GITR mostrou um aumento 

significativo no percentual de células TCD4+CD25highGITR+ no grupo IND na cultura SEA 

em relação a cultura EPI (Tabela 3). Não foi observada nenhuma diferença significativa na 

avaliação entre os estímulos no grupo NI e CARD (Tabela 3).  

Nenhuma diferença significativa no percentual de células TCD4+CD25high positivas 

para o fator de transcrição Foxp3 e para as citocinas intracitoplasmáticas TGF- e IL-17 foi 

observada entre os estímulos estudados (Tabela 3).  
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LbSWAPSEACANDEMeioForma 
Clínica

Molécula

0,62 ± 0,38
0,87 ± 0,35
1,34 ± 0,51 

0,92 ± 0,95
1,10 ± 0,90
1,23 ± 1,31

0,90 ± 0,85
2,15 ± 1,72
1,74 ± 1,47

3,05 ± 1,79
1,98 ± 0,64
2,33 ± 1,62

0,46 ± 0,45
0,41 ± 0,21 
1,50 ± 0,71

2,71 ± 1,53
1,44 ± 0,46    
0,88 ± 1,59

NI
IND

CARD

GITR

0,48 ± 2,18
1,59 ± 3,10
4,30 ± 2,14

1,28 ± 0,71
1,09 ± 0,66
1,45 ± 1,00

0,77 ± 0,76
0,81 ± 0,53
1,93 ± 1,89 

6,56 ± 4,81
5,07 ± 0,83
3,32 ± 1,60

1,45 ± 0,72
7,21 ± 3,90

13,76 ± 8,60*

0,45 ± 0,76
0,73 ± 0,48
3,34 ± 0,66

NI
IND

CARD

Granzima B

0,06 ± 0,15
0,83 ± 0,58
0,47 ± 0,23

0,46 ± 0,49
0,20 ± 0,23
0,78 ± 0,62

0,70 ± 1,71
0,75 ± 0,15
1,40 ± 0,91

1,35 ± 0,46
0,91 ± 0,71
1,01 ± 0,67

0,50 ± 0,29
0,27 ± 0,12
0,62 ± 0,34

0,80 ± 0,49
1,25 ± 0,68
0,69 ± 0,41

NI
IND

CARD

IL-17

1,52 ± 0,88
2,50 ± 1,57
3,21 ± 1,68

1,56 ± 1,49
1,77 ± 1,53
2,64 ± 1,30

1,61 ± 1,41
2,17 ± 1,38
3,47 ± 1,10

2,73 ± 3,90
2,67 ± 1,03
2,15 ± 0,68

2,07 ± 2,68
3,66 ± 1,88
2,33 ± 1,55

1,69 ± 1,68
3,06 ± 0,94
3,98 ± 1,02

NI
IND

CARD

TGF-

43,86 ± 5,79
57,71 ± 6,53
52,12 ± 10,77

45,45 ± 9,12
56,85 ± 8,95
49,57 ± 8,10

53,00 ± 2,33
57,33 ± 4,54
41,17 ± 7,56

53,33 ± 3,29
54,89 ± 3,88
54,23 ± 5,30

59,24 ± 5,50
49,17 ± 7,59
45,53 ± 10,53

51,79 ± 6,00
55,65 ± 14,58
51,42 ± 5,24

NI
IND

CARD

Foxp3

LbSWAPSEACANDEPIMeioForma 
Clínica

Molécula

0,62 ± 0,38
0,87 ± 0,35
1,34 ± 0,51 

0,92 ± 0,95
1,10 ± 0,90
1,23 ± 1,31

0,90 ± 0,85
2,15 ± 1,72
1,74 ± 1,47

3,05 ± 1,79
1,98 ± 0,64
2,33 ± 1,62

0,46 ± 0,45
0,41 ± 0,21 
1,50 ± 0,71

2,71 ± 1,53
1,44 ± 0,46    
0,88 ± 1,59

NI
IND

CARD

GITR

0,48 ± 2,18
1,59 ± 3,10
4,30 ± 2,14

1,28 ± 0,71
1,09 ± 0,66
1,45 ± 1,00

0,77 ± 0,76
0,81 ± 0,53
1,93 ± 1,89 

6,56 ± 4,81
5,07 ± 0,83
3,32 ± 1,60

1,45 ± 0,72
7,21 ± 3,90

13,76 ± 8,60*

0,45 ± 0,76
0,73 ± 0,48
3,34 ± 0,66

NI
IND

CARD

Granzima B

0,06 ± 0,15
0,83 ± 0,58
0,47 ± 0,23

0,46 ± 0,49
0,20 ± 0,23
0,78 ± 0,62

0,70 ± 1,71
0,75 ± 0,15
1,40 ± 0,91

1,35 ± 0,46
0,91 ± 0,71
1,01 ± 0,67

0,50 ± 0,29
0,27 ± 0,12
0,62 ± 0,34

0,80 ± 0,49
1,25 ± 0,68
0,69 ± 0,41

NI
IND

CARD

IL-17

1,52 ± 0,88
2,50 ± 1,57
3,21 ± 1,68

1,56 ± 1,49
1,77 ± 1,53
2,64 ± 1,30

1,61 ± 1,41
2,17 ± 1,38
3,47 ± 1,10

2,73 ± 3,90
2,67 ± 1,03
2,15 ± 0,68

2,07 ± 2,68
3,66 ± 1,88
2,33 ± 1,55

1,69 ± 1,68
3,06 ± 0,94
3,98 ± 1,02

NI
IND

CARD

TGF-

43,86 ± 5,79
57,71 ± 6,53
52,12 ± 10,77

45,45 ± 9,12
56,85 ± 8,95
49,57 ± 8,10

53,00 ± 2,33
57,33 ± 4,54
41,17 ± 7,56

53,33 ± 3,29
54,89 ± 3,88
54,23 ± 5,30

59,24 ± 5,50
49,17 ± 7,59
45,53 ± 10,53

51,79 ± 6,00
55,65 ± 14,58
51,42 ± 5,24

NI
IND

CARD

Foxp3

 

 

 

Tabela 3: Análise do percentual de células TCD4+CD25high no sangue periférico de 

indivíduos não infectados (NI=5); pacientes apresentando a forma clínica indeterminada 

(IND=6) ou cardíaca (CARD=6). Meio representa a cultura na ausência de estímulo; EPI 

representa cultura após estimulação com antígenos do T. cruzi; CAND a cultura estimulada 

com antígenos de Candida Albicans; SEA a cultura estimulada com antígenos solúveis de ovo 

de Schistossoma mansoni; SWAP a cultura estimulada com antígenos de vermes adultos de 

Schistossoma mansoni e Lb a cultura com antígenos de Leishmania braziliensis. Os resultados 

estão expressos como mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-

expressando os marcadores indicados na tabela. As diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05) em relação às culturas EPI quando comparada às culturas Meio, SEA e SWAP estão 

representadas pelos números em negrito. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) 

em relação ao grupo NI está representa pelo símbolo *. 
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5.5 Avaliação da atividade funcional das células TCD4+CD25+ no sangue periférico de 

indivíduos não infectados, pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada ou 

cardíaca 

 

As células TCD4+CD25+, denominadas reguladoras, possuem função crítica na 

modulação de doenças autoimunes, porém os mecanismos de ação induzidos por essas células 

que efetivamente inibem a proliferação de células efetoras permanece desconhecido (Baecher-

Allan et al., 2001). Com o objetivo de avaliar a atividade funcional das células TCD4+CD25+ 

analisamos a proliferação celular de co-culturas de células efetoras e reguladoras no sangue 

periférico dos indivíduos NI e dos pacientes apresentando as formas clínicas IND e CARD. A 

análise dos dados referente ao percentual de células em proliferação (CFSE positivas) foi 

obtida através da cultura experimental (EPI) divido pela cultura controle (INDEX).  

A análise dos dados não mostrou nenhuma diferença significativa, entretanto, pode-se 

observar uma tendência de diminuição da proliferação celular na presença de células 

TCD4+CD25+ nas culturas de PBMC em pacientes dos grupos IND e CARD (Figura 9B-C). 

Essa diminuição se manteve nestes grupos mesmo quando adicionado a co-cultura 

bloqueadores paras as citocinas IL-10 e TGF- e para a molécula de superfície CTLA-4 

(Figura 9B-C). Nenhuma diferença na proliferação celular no grupo NI foi observada entre as 

diferentes co-culturas (Figura 9A). 
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Figura 9: Avaliação da proliferação celular para análise da atividade funcional das células 

TCD4+CD25+ no sangue periférico (A) Indivíduos não infectados (NI=5), (B) pacientes 

apresentando a forma clínica indeterminada (IND=6) ou (C) Cardíaca (CARD=6). Foram 

realizadas as seguintes culturas: Cultura de PBMC (1x105 células/poço). Co-cultura de PBMC 

(1x105 células/poço) + TCD4+CD25+ (2,5x104 células/poço). Co-cultura de PBMC (1x105 

células/poço) + TCD4+CD25+ (2,5x104 células/poço) + anticorpo anti-IL10. Co-cultura de 

PBMC (1x105 células/poço) + TCD4+CD25+ (2,5x104 células/poço) + anticorpo anti-TGF-. 

Co-cultura de PBMC (1x105 células/poço) + TCD4+CD25+ (2,5x104 células/poço) + anticorpo 

anti-CTLA-4. Os resultados estão expressos em INDEX (Cultura EPI : Cultura Controle) de 

células positivas para o fluoróforo CFSE.  
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5.6 Determinação da cinética de Intensidade Média de Fluorescência do fator de 

transcrição Foxp3 por células TCD4+CD25high nas culturas de PBMCs de indivíduos não 

infectados, pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada ou cardíaca  

 

A importância do Foxp3 no desenvolvimento e função das células Treg está bem 

estabelecida. Já foi descrito que células TCD4+CD25+ que expressam Foxp3 possuem função 

supressora (Fontenot et al., 2003) e deixam claro que a expressão do Foxp3 tem efeito 

marcante na função das células Treg, tanto bioquimicamente quanto em níveis celulares. 

Além disso, estudos adicionais sugerem que Foxp3 é um marcador molecular específico para 

caracterizar as células Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et al., 2004).  

A determinação da Intensidade Média de Fluorescência (IMF) do fator de transcrição 

Foxp3 por células TCD4+CD25high foi realizada em amostras de PBMC de indivíduos NI, 

pacientes apresentando as formas clínicas IND ou CARD na ausência de estímulo (Meio) ou 

após estimulação in vitro com antígenos do T. cruzi (EPI)(Figura 10). Os resultados foram 

avaliados por IMF devido a evidências anteriores demonstrando que não apenas a presença de 

Foxp3 é importante para a função das células Treg, mas também o nível de expressão dessa 

molécula é crucial (Campbell & Ziegler, 2007). 

A análise dos dados mostrou uma diminuição significativa na IMF de Foxp3 por 

células TCD4+CD25high no grupo CARD em relação ao grupo NI, a partir do 4 dia de cultura, 

tanto na cultura Meio quanto na cultura EPI (Figura 10A-B). Foi observada também diferença 

significativa na IMF de Foxp3 por células TCD4+CD25high dos grupos NI e IND na cultura 

Meio em relação à cultura EPI (Figura 11A-B). Não foi observada nenhuma diferença 

significativa na avaliação do grupo CARD em relação à cultura Meio e EPI (Figura 11C).  
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Figura 10: Cinética da intensidade média de fluorescência do fator de transcrição Foxp3 por 

células TCD4+CD25high nas culturas de PBMC dos grupos estudados. Indivíduos não 

infectados (NI♦=7), pacientes apresentando as formas clínicas indeterminada (IND■=8) ou 

cardíaca (CARD▲= 5). (A) representa a média da IMF de Foxp3 por células TCD4+CD25high 

na ausência de estímulo (Meio) e (B) representa a média da IMF de Foxp3 por células 

TCD4+CD25high após estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI). O eixo x representa os 

dias de cultura em que foram realizadas as marcações para avaliação do fator de transcrição 

Foxp3. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CARD e NI 

estão representadas pelo p valor. 
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Figura 11: Cinética da intensidade média de fluorescência do fator de transcrição Foxp3 por 

células TCD4+CD25high nas culturas de PBMC dos grupos estudados (A) de indivíduos não 

infectados (NI= 7), (B) de pacientes apresentando a forma clínica indeterminada (IND= 8) ou 

(C) cardíaca (CARD= 5). (♦) representa a média da IMF de Foxp3 por células 

TCD4+CD25high na ausência de estímulo (Meio) e (■) representa a média da IMF de Foxp3 

por células TCD4+CD25high após estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI). O eixo x 

representa os dias de cultura em que foram realizadas as marcações para avaliação do fator de 

transcrição Foxp3. A diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre as culturas Meio e 

EPI estão representadas pelo p valor. 
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5.7 Análise da expressão do fator de transcrição Foxp3 e dos marcadores de superfície 

CD45RO, CTLA-4 por células TCD4+CD25high no sangue periférico de pacientes CARD 

após tratamento específico  

 

Embora o tratamento da doença de Chagas na fase aguda seja capaz de curar cerca de 

50-70% dos casos (Rassi et al., 2000), na fase crônica, a sua indicação é ainda restrita aos 

indivíduos portadores da forma clínica IND recente (Galvão et al., 1993). Um estudo 

multicêntrico internacional vem sendo realizado visando avaliar o impacto da terapêutica com 

benzonidazol em pacientes portadores da forma clínica CARD. A instituição desse protocolo 

terapêutico abriu novas perspectivas de avaliações acerca dos mecanismos imunológicos 

associados à infecção pelo T. cruzi (Marin-Neto et al., 2009).  

Com o intuito de ampliar a nossa compreensão sobre os mecanismos 

imunorreguladores avaliamos o efeito do tratamento com benzonidazol sobre o perfil de 

células TCD4+CD25high no sangue periférico de pacientes apresentando a forma clínica 

CARD da doença de Chagas. 

A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25high  no grupo cardíaco tratado (CARD T) em relação ao grupo CARD ex vivo 

(Figura 12A). A avaliação da cultura EPI mostrou um aumento significativo no percentual de 

células TCD4+CD25high no grupo CARD T quando comparado aos indivíduos NI (Figura 

12B). A avaliação do fator de transcrição Foxp3 não mostrou diferença  significativa no 

percentual de células T CD4+CD25highFoxp3+ entre os grupos estudados ex vivo e em cultura 

estimulada com EPI (Figura 12C-D).  

Com relação à molécula de superfície CD45RO a análise mostrou diminuição 

significativa no percentual de células T CD4+CD25highCD45RO+ no grupo CARD T em 

relação aos outros grupos estudados tanto ex vivo quanto na cultura contendo EPI (Figura 

13A-B). A avaliação da molécula CTLA-4 demonstrou um aumento significativo no 

percentual de células TCD4+CD25highCTLA-4+ nos grupos CARD e CARD T em relação ao 

grupo NI na cultura EPI (Figura 13D). Não foi observada nenhuma diferença significativa na 

avaliação entre os grupos ex vivo (Figura 13C).  
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Figura 12: Avaliação de células T CD4+CD25high e do fator de transcrição Foxp3 no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma clínica 

cardíaca (CARD=13) ou forma clínica cardíaca tratados (CARD T=7). (A) representa o 

percentual de células TCD4+CD25high ex vivo. (B) o percentual de células TCD4+CD25high 

após 22 horas de estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI). (C) representa o percentual de 

células TCD4+CD25high Foxp3+ ex vivo. (D) o percentual de células TCD4+CD25highFoxp3+ 

após 22 horas de estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI). Os resultados estão expressos 

como mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando o 

fator de transcrição Foxp3. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em relação 

aos grupos NI e CARD estão representas pelas letras a e b, respectivamente.  
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Figura13: Avaliação de células TCD4+CD25highCD45RO+ e TCD4+CD25highCTLA-4+no 

sangue periférico de indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma 

clínica cardíaca (CARD=13) ou a forma clínica cardíaca tratados (CARD T=7). (A) 

representa o percentual de células TCD4+CD25highCD45RO+ ex vivo. (B) o percentual de 

células TCD4+CD25highCD45RO+após 22 horas de estimulação com antígenos do T. cruzi 

(EPI). (C) o percentual de células TCD4+CD25high CTLA-4+ ex vivo. (D) o percentual de 

células TCD4+CD25highCTLA-4+ após 22 horas de estimulação com antígenos do T. cruzi 

(EPI). Os resultados estão expressos como mediana do percentual de células positivas para o 

marcador CD25 co-expressando CD45RO ou CTLA-4. As diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) em relação aos grupos NI e CARD estão representas pelas letras a e b 

respectivamente.  
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5.8 Análise no perfil de citocinas intracitoplasmáticas em células TCD4+CD25high do 

sangue periférico de pacientes CARD após tratamento específico  

 

A análise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células 

TCD4+CD25highIFN-+ no grupo CARD em relação ao grupo NI na cultura EPI (Figura 14A). 

A avaliação do percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ mostrou uma diminuição do 

percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ no grupo CARD T em relação ao grupo CARD 

na cultura EPI (Figura 14B).  
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Figura 14: Avaliação de células TCD4+CD25highIFN-+ e TCD4+CD25highIL-10+no sangue 

periférico de indivíduos não infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma clínica 

cardíaca (CARD=13) ou a forma clínica cardíaca tratados (CARD T=7). (A) representa o 

percentual de células TCD4+CD25highIFN-+ após 22 horas de estimulação com antígenos do 

T. cruzi (EPI). (B) o percentual de células TCD4+CD25highIL-10+ após 22 horas de 

estimulação com antígenos do T. cruzi (EPI). Os resultados estão expressos como mediana do 

percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando IFN- ou IL-10. As 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em relação aos grupos NI e CARD estão 

representas pelas letras a e b respectivamente.  
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6 DISCUSSÃO 

 

A infecção do hospedeiro pelo Trypanosoma cruzi mobiliza múltiplos mecanismos 

que levam ao reconhecimento do parasito e ao desenvolvimento da resposta imune inata e 

específica. A lesão tecidual induzida pelo parasito tem continuidade ao longo do 

desenvolvimento da resposta imune que também aciona os mecanismos imunorreguladores. 

Esse quadro pode levar à persistência do patógeno e à destruição dos tecidos do hospedeiro. 

No entanto, as evidências em modelo experimental e no homem mostram que os mecanismos 

são ainda pouco definidos apresentando inclusive controvérsias quanto à natureza dos 

mecanismos de agressão tecidual. 

A resposta imune inicial durante a infecção humana pelo T. cruzi (aguda recente, 

aguda tardia e crônica recente) não é completamente entendida, apesar da sua função crucial 

no direcionamento das diferentes formas clínicas da infecção crônica. Estudos demonstram 

que o T. cruzi induz uma forte ativação do sistema imune durante a infecção aguda e que os 

diferentes mecanismos imunes induzidos durante os estágios iniciais da fase crônica da 

infecção representam componentes essenciais da atividade imune presente na fase crônica 

tardia (Andrade, 1991; Brener & Gazzinelli, 1997; Marinho et al., 1999; Sathler-Avelar et al., 

2003; Golgher & Gazzinelli, 2004). De fato, a infecção pelo T. cruzi causa alterações no 

sistema imune, como a ativação policlonal e a imunossupressão (Minoprio et al., 1986, 1987; 

D'imperio Lima et al., 1986) verificada na fase aguda, podendo assim alterar os processos de 

regulação.  

A resposta imune contra diferentes patógenos pode ser regulada por vários 

mecanismos supressores do hospedeiro, porém esses mecanismos ainda não estão totalmente 

esclarecidos. Recentemente tem-se observado a participação de células T reguladoras 

exercendo papel protetor durante infecções virais crônicas, bacterianas e fúngicas (Mills, 

2004). A identificação de células T CD4+CD25+ e seu papel tem sido objeto de intenso estudo 

devido ao papel crítico dessas células na manutenção da autotolerância, bem como na defesa 

contra patógenos. Vários marcadores tem sido estudados para melhor caracterizar as células T 

reguladoras CD4+CD25+, dentre eles estão CD62L, CTLA-4 e o fator repressor de transcrição 

Foxp3 (forkhead box P3) (Powrie et al., 1996, Fontenot et al., 2003).  

A regulação da resposta imune por células T reguladoras in vivo é um processo 

complexo envolvendo múltiplos subtipos de células Treg que parecem usar um único 

mecanismo para suprimir a ativação, diferenciação e função das células T efetoras dentro dos 

tecidos linfóides e não linfóides (Sather et al., 2007). Os mecanismos de supressão utilizados 

pelas células T reguladoras CD4+CD25+ ainda não estão bem esclarecidos. Alguns autores 
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defendem a hipótese de que as células T reguladoras CD4+CD25+ suprimem células efetoras 

através do contato celular pela molécula CTLA-4 e mostram que o bloqueio de CTLA-4 inibe 

a função supressora das Treg (Read et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Maloy & Powrie, 

2001; Annunziato et al., 2002; Battaglia et al., 2002). Adicionalmente, estudos demonstram 

que o mecanismo de supressão das células TCD4+CD25high parece ser independente de 

citocinas inibidoras como IL-10 e TGF- (Baecher-Allan et al., 2001; Jonuleit et al., 2002; 

Battaglia et al., 2002; Viglietta et al., 2004). Por outro lado, outros autores defendem a 

hipótese de que IL-10 e TGF- também podem estar envolvidos no efeito supressor in vivo 

das células T reguladoras CD4+CD25+ (Hara et al., 2001; Liu et al., 2003). 

Apesar de não existirem evidências para a função efetora dessa população celular na 

doença de Chagas, nossos resultados demonstraram que pacientes apresentando a forma 

clínica IND apresentam um aumento significativo no percentual de células T CD4+CD25high 

expressando Foxp3 e IL-10 (Figura 3B-4B). Esses resultados sugerem que essas células 

podem estar envolvidas no controle da morbidade da doença de Chagas (Araújo et al., 2007), 

bem como no desenvolvimento do processo inflamatório. Como descrito previamente por 

Gomes e colaboradores (2003), a citocina IL-10 possui papel chave na regulação da resposta 

inflamatória na infecção  

Nosso grupo também demonstrou percentuais elevados de células 

TCD4+CD25highCTLA-4+ nos pacientes portadores da forma clínica CARD (Figura 4A). A 

expressão da molécula de superfície CTLA-4 é constitutiva nas células T reguladoras 

(Fontenot et al., 2003; Takahashi et al., 2000) e sugerem que esta molécula pode ser 

funcionalmente importante. Entretanto, as células T CD4+CD25highCTLA-4+ dos pacientes do 

grupo CARD podem não ser suficientes para controlar o desenvolvimento do processo 

inflamatório ou podem estar suprimindo a reposta imune protetora contra o patógeno. Além 

disso, a análise da expressão da molécula Granzima B intracitoplasmática demonstrou um 

aumento no percentual de células TCD4+CD25highGranzima B+ no grupo CARD (Tabela 2). A 

molécula granzima B é uma serino protease, cujos substratos apresentam especificidade 

similar à da família das caspases (Darmon et al., 1999). De fato, Granzima B pode ativar 

diretamente caspase 3 induzindo apoptose sob múltiplos pontos da via dependente de caspase 

(Barry et al., 2000; Atkinson et al., 1998). Baseado nestes dados pode-se sugerir a 

possibilidade de auto citotoxicidade das células Treg, explicando o percentual diminuído de 

células Treg no grupo CARD e conseqüentemente sua limitação da regulação nestes 

pacientes.  

Grossman e colaboradores (2004) têm demonstrado que células TCD4+CD25+ 

reguladoras medeiam à supressão com requerimento de Granzima A e perforinas. Outros 
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estudos têm re-examinado a apoptose de células T efetoras por células T reguladoras como 

um mecanismo de supressão da resposta imune (Grossman et al., 2004; Dai et al., 2004). 

Além disso, recentes estudos reportam que células TCD4+ humanas também estão aptas a 

sintetizar Granzima B (Appay et al., 2002; Van Leeuwen et al., 2004) e que esta molécula é 

largamente responsável pela indução de apoptose de células alvo. Gondek e colaboradores 

(2005) demonstram que imediatamente após ativação de células Treg, Granzima B é 

rapidamente expressa por estas células, sugerindo que esta serino protease possui papel 

importante na capacidade supressora das células Treg murinas mediando a apoptose. 

Múltiplos fatores estão envolvidos na supressão de células Treg e a apoptose pode ser um 

deles. Baseado nestes dados, podemos sugerir também que o aumento de células 

TCD4+CD25high Granzima B+ no sangue periférico dos pacientes do grupo CARD poderiam 

estar induzindo elevação da apoptose de células efetoras, o que conseqüentemente ocasionaria 

um desequilíbrio da resposta imune e possível dano tecidual nestes pacientes, favorecendo o 

desenvolvimento da miocardiopatia chagásica. De fato, autores descrevem que defeitos na 

regulação da apoptose podem levar ao desenvolvimento de doenças (Rudin & Thompson, 

1997). Essa hipótese pode ser reforçada através dos dados obtidos pelo nosso laboratório, 

onde foi observado que pacientes do grupo CARD possuem maior índice de apoptose de 

linfócitos T em relação aos outros grupos estudados (Chaves, 2009 – dados não publicados). 

Em adição, apoptose pode ser identificada em cardiomiócitos e células inflamatórias no tecido 

cardíaco de pacientes chagásicos e associadas à falência cardíaca (Tostes et al., 2005). 

A falta de uma resposta adequada das células Treg nos pacientes do grupo CARD 

associada a outros mecanismos reguladores descontrolados podem esclarecer a exacerbação 

da resposta imune e forte resposta de células TCD8+ citotóxicas observada nestes pacientes. 

Corroborando a este fato, alguns autores observaram correlação positiva de células 

TCD4+CD28- e das citocinas IL-10 e TNF-, sugerindo um balanço destas citocinas nos 

pacientes do grupo IND, enquanto que em pacientes CARD foi observada uma correlação 

positiva entre células TCD4+CD28- e da citocina inflamatória TNF-. Estes dados sugerem a 

predominância de uma função inflamatória nestes pacientes, o que pode estar associado ao 

estabelecimento de uma resposta imune não regulada, favorecendo o desenvolvimento da 

patologia (Menezes et al., 2004; Dutra et al., 2009). 

Devido ao fato de poucos trabalhos correlacionarem os aspectos imunorreguladores 

envolvidos no controle e/ou desenvolvimento da miocardiopatia da doença de Chagas, nos 

propusemos a estudar um dos possíveis mecanismos imunorreguladores (Treg) existentes, 

com o objetivo de contribuir para o melhor entendimento dos processos envolvidos na 

resposta imune da doença. 
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O controle exercido pelas células T reguladoras no sítio inflamatório é um processo 

que depende da natureza e do estado de ativação destas células e é coordenado por moléculas 

de adesão e receptores de quimiocinas. Vários estudos mostram que o comportamento de 

migração das células Tregs influencia de maneira importante na sua atividade supressora in 

vivo e não somente seu potencial supressor (Huehn & Hamann, 2005).  

A expressão da molécula L-selectina (CD62L) tem sido mostrada na maioria das 

células reguladoras T CD4+CD25+ (Sakaguchi et al., 1995; Lepault & Gagnerault, 2000). 

Outros dados tem reportado o aumento dos níveis de moléculas de adesão (CD54 and LFA-1) 

nos subtipos de células T reguladoras (Sakaguchi et al., 1995; Annunziato et al., 2002; Bystry 

et al., 2001; Iellem et al., 2003), sugerindo que estas células podem entrar no tecido inflamado 

e exercer sua atividade supressora. De fato, no presente estudo foi observado que células T 

CD4+CD25high do sangue periférico de pacientes chagásicos e indivíduos NI expressam as 

moléculas de adesão/migração CD62L, CD54, CD11a, CD18 no contexto ex vivo. Entretanto, 

quando estas células são estimuladas in vitro com antígenos do T. cruzi observou-se um 

aumento no percentual de células T CD4+CD25high CD62L- nos pacientes apresentando as 

formas clínicas IND e CARD quando comparado aos indivíduos NI (Figura 5A). Estudos 

prévios demonstram que a molécula CD62L é rapidamente regulada na superfície das células 

sob ativação, estando a perda da molécula CD62L associada a um perfil de ativação (Jung et 

al.,1988). Além disso, Jung e colaboradores (1988) defendem que devido ao fato de CD62L 

ser importante marcador fenotípico para distinguir os subtipos de células T reguladoras e ser o 

principal receptor de migração para os linfonodos, essa molécula pode ser crítica para a 

migração in vivo e compartimentalização da função reguladora.   

Neste estudo observamos também um aumento no percentual de células T 

CD4+CD25high expressando as moléculas de adesão CD54, CD11a e CD18 nos pacientes do 

grupo IND e CARD em relação aos indivíduos NI após estimulação in vitro (Figura 5B, 6A-

B) caracterizando essas células com um perfil migratório nestes pacientes. De fato, dados na 

literatura mostram que a molécula LFA-1 (CD11a/CD18) é o único membro da família das 

integrinas 2 expressa por células TCD4+CD25+ e possuem importante papel no tráfego e 

ativação celular além de propriedades de adesão (Lub et al., 1995; Berlin-Rufenach et al., 

1999; Abraham et al., 1999, 2001; Kandula &Abraham, 2004). Com base no exposto 

podemos especular que as células TCD4+CD25high  do sangue periférico dos pacientes 

chagásicos apresentam perfil migratório e de ativação, sugerindo que essas células Treg 

podem estar aptas a migrar para o tecido cardíaco e provavelmente atuar in situ (Belkaid et 

al., 2002), principalmente nos pacientes portadores da forma clínica IND. Corroborando a 

essa hipótese, trabalhos adicionais mostram que a expressão variada de receptores de 
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migração nas células Treg podem fornecer a essas uma vantagem competitiva sobre as células 

T efetoras, e permitir que elas migrem mais eficientemente para o sítio de inflamação 

prevenindo a resposta imune inadequada (Piccirillo, 2008). Além disso, dados na literatura 

confirmam que para funcionar efetivamente in vivo células Treg necessitam migrar e operar 

em vários tecidos linfóides e não linfóides (Campbell & Ziegler, 2007). Sather e 

colaboradores (2007) ainda especulam que durante inflamação tecidual as células Treg sofrem 

extensa expansão, durante a qual elas expressam receptores que permitem sua migração para 

os tecidos não-linfóides. Após a migração para os sítios não-linfóides, as células Treg podem 

limitar a resposta de células T efetoras resultando no controle efetivo do patógeno sem dano 

tecidual e sem o desenvolvimento de processo imunopatológico. Baseado na observação de 

que as células TCD4+CD25high apresentam um perfil fenotípico de migração, nos 

questionamos se essas células poderiam estar presentes no tecido cardíaco.  

Desta maneira, analisamos a possível presença de células Treg no tecido cardíaco, 

através do marcador Foxp3 com o objetivo de elucidar algumas questões como: As células T 

reguladoras estão presentes no tecido cardíaco de pacientes portadores da doença de Chagas? 

Onde essas células atuariam? 

Utilizamos a molécula Foxp3 para avaliar a presença de Treg no tecido cardíaco uma 

vez que estudos relacionados à importância das células T reguladoras no controle da resposta 

imune mostram que a expressão de Foxp3 tem efeito marcante na função das células Treg, 

tanto bioquimicamente quanto em níveis celulares. Além disso, a alta expressão do gene 

Foxp3 em células T CD4+CD25+ e a baixa expressão deste gene em células T virgens e em 

células T CD4+CD25- recém ativadas sugerem que Foxp3 é um marcador molecular 

específico para caracterizar as células Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et 

al., 2004). A importância do Foxp3 no desenvolvimento e função das células Treg está bem 

estabelecida, uma vez que alguns estudos mostram que células TCD4+CD25+ que expressam 

Foxp3 possuem função reguladora e que células negativas para Foxp3 não possuem essa 

função (Fontenot et al., 2003). Ziegler (2006) corrobora a esse dado permitindo concluir que 

Foxp3 é absolutamente necessário para o desenvolvimento e função das células Treg e que a 

expressão ectópica de Foxp3 pode levar a conversão de células T a um fenótipo regulador.  

No presente estudo foi demonstrado que pacientes portadores da doença de Chagas 

apresentam foco inflamatório constituído principalmente por células mononucleares, 

sugerindo uma forte participação de linfócitos nesses sítios (Figura 7). Interessantemente, 

linfócitos Foxp3 positivos no tecido cardíaco de pacientes chagásicos estão localizados 

próximo aos vasos sanguíneos e não associadas ao foco inflamatório (Figura 7). Estudos 

recentes mostram que a localização apropriada determina a capacidade supressora in vivo das 
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células Treg (Huehn & Hamann, 2005). Também foi observado no tecido cardíaco que 

pacientes apresentando a forma clínica IND da doença apresentaram maior percentual de 

linfócitos Foxp3 positivos (Figura 7G). Baseado nos dados encontrados é possível especular 

que células Treg Foxp3 positivas podem entrar no tecido inflamado e atuar diretamente no 

sitio de infecção controlando a progressão da inflamação. Estudos que reforçam esta hipótese 

demonstram a atividade das células Treg nos tecidos não-linfóides associadas à limitação da 

inflamação e autoimunidade (Sather et al., 2007). Além disso, os autores mostram dados que 

indicam que a migração de Treg para tecidos não-linfóides é essencial durante a resposta 

imune contra antígenos estranhos ou em modelos experimentais de autoimunidade (Siegmund 

et al., 2005, Sather et al., 2007). 

Na fase crônica da doença de Chagas, as células T CD4+CD25+ reguladoras podem ser 

população importante no controle da resposta  inflamatória no tecido cardíaco. 

Adicionalmente, seu efeito pode depender do seu perfil de migração, capacidade de adesão e 

sua presença no tecido. Estudos sobre a caracterização do infiltrado celular na miocardite 

crônica foram essencialmente estudados tanto em humanos como em modelos experimentais 

(Reis et al., 1993a,1993b; Higuchi et al., 1993, 1995, 1997, 2003; dos Santos et al., 2001). 

Reis e colaboradores (1997) quantificaram e correlacionaram o número de células 

inflamatórias positivas para IL-2, IL-4, IL-6, IFN- e TNF- com o número de células T 

CD4+ e CD8+. Células TCD8+ foram as principais células encontradas nos tecidos, enquanto o 

número de células CD4+ encontrava-se reduzido. A expressão de IFN- foi intensa, havendo 

correlação positiva entre o número de células secretando essa citocina e células T CD8+, 

sugerindo que essas células seriam a principal fonte de produção de IFN- nos tecidos 

cardíacos de pacientes com a doença de Chagas. Foi também observado, número moderado de 

células secretando IL-4, IL-6 e TNF- , sugerindo que a proliferação da sub-população de 

células T CD4+ Th2, estaria relacionada à disseminação do parasito.  

Estudos de biópsias endomiocárdicas, obtidas de pacientes com cardiopatias prestes a 

serem transplantados possibilitaram verificar o padrão de citocinas sintetizadas, após 

estimulação in vitro de linhagens celulares obtidas no sítio da lesão. Os resultados obtidos 

mostraram predomínio de IFN- e TNF-, concordantes com os achados imunohistoquímicos 

já descritos (Cunha-Neto et al., 1998) porém, estes estudos não determinam os possíveis 

mecanismos de imunorregulação existentes nos pacientes do grupo IND que controlam a 

progressão do processo inflamatório.  

Muito pouco é conhecido a respeito da especificidade das células Treg e existem 

evidências de que essas células são uma população heterogênea que reage com peptídeos 

derivados tanto de tecidos próprios quanto antígenos estranhos (Maloy & Powrie, 2001). 
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Além disso, esses estudos sugerem que embora a ativação de TCD4+CD25+ seja antígeno 

específica, uma vez ativada, essas células inibem tanto células T CD4+ quanto CD8+ de 

maneira antígeno não-específica (Takahashi et al., 1998; Thornton & Shevach, 2000). 

Nossos resultados demonstraram que o desenvolvimento de células TCD4+CD25high 

parece ser dependente de estímulo antigênico, uma vez que observamos um aumento 

significativo no percentual de células TCD4+CD25high no sangue periférico dos pacientes do 

grupo IND e CARD apenas após estimulação com antígenos do T cruzi e não na presença de 

antígenos não relacionados a infecção (Figura 8B-C). Esta interpretação é corroborada pelos 

resultados obtidos com cultura estimulada por Candida albicans considerando que o antígeno 

de Candida é onipresente na população humana. Os dados ainda permitem sugerir que o 

aumento de células TCD4+CD25high na circulação sanguínea é dependente de uma resposta 

secundária para as células de memória imunológica específica. Esta interpretação é altamente 

pertinente uma vez que pode ser verificada nos indivíduos NI para T cruzi, que apresentam 

um aumento de células Treg apenas após estimulação com Candida albicans (Ag onipresente) 

(Figura 8A). De fato, as células Treg estão associadas muito mais ao marcador característico 

de células de memória CD45RO do que de células virgens CD45RA (Tabela 2, Araújo et al., 

2007).  

Durante a fase aguda, alguns estudos mostram que as células Treg naturais podem 

reconhecer antígenos próprios que são liberados devido ao dano tecidual, entretanto dados 

obtidos em estudos de infecções crônicas sugerem que as células Treg reconhecem antígenos 

microbianos (Hesse et al., 2004; Cabrera et al., 2004; Mckee & Pearce, 2004). 

Adicionalmente, células TCD4+CD25+ antígeno específicas tem sido mostradas nos sítios de 

infecção da derme logo após infecção com L. major (Belkaid et al., 2002). Além disso, 

existem evidências de que a resposta imune adaptativa contribui para o controle da 

imunopatologia induzida pela infecção através da geração de células T reguladoras antígeno-

específicas, tendo essas células um papel protetor na imunidade contra a infecção (Mills, 

2004). 

De fato, as células Treg podem ser importantes para monitorar a resposta imune do 

hospedeiro e prevenir o dano tecidual. Estudos em infecções crônicas com Schistosoma 

mansoni em camundongos demonstram o papel protetor dessas células na imunopatologia e 

que sua remoção aumenta o dano tecidual (Hesse et al., 2004). Gavin & Rudensky (2003) 

concluem que as células TCD4+CD25+ naturais são direcionadas para reagir contra os agentes 

infecciosos o que leva a resposta imune balanceada de células T patógenos-específicas 

supressoras e inflamatórias, visando reduzir tanto a virulência quanto o dano inflamatório e 

possivelmente, manter o antígeno com a finalidade de geração de células T de memória.  
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As células Treg possuem diversos marcadores para sua caracterização fenotípica, 

dentre essas moléculas está o GITR. A proteína GITR (também conhecida como TNFRSF18) 

está relacionada ao receptor de TNF induzido por glicocorticóide e gerou a atenção dos 

imunologistas devido ao fato de ser um marcador potencial de células Treg (McHugh et al., 

2002; Shimizu et al., 2002). Estudos demonstram que a proteína GITR possui papel 

significativo na reversão dos efeitos imunosupressores das células Treg, fenômeno esse 

denominado contrasupressão (Shevach & Stephens, 2006; Gershon et al., 1981). Apesar de 

não termos observado diferença na expressão de GITR por células TCD4+CD25high entre as 

formas clínicas estudadas após estimulação in vitro com antígenons do T. cruzi, analisamos a 

expressão de GITR por células Treg frente a diferentes estímulos antigênicos. Nossos 

resultados nos permitiram observar um baixo percentual de células TCD4+CD25highGITR+ 

após estimulação com antígenos do T. cruzi (Tabela 3).  

Estudos adicionais mostram que a adição de anticorpos específicos ao GITR na co-

cultura de células reguladoras e efetoras anula a atividade supressora das células Treg, 

sugerindo que a interação GITR-GITRLigante inibe a atividade supressora das células Treg e 

aumenta a proliferação das células efetoras (McHugh et al., 2002; Shimizu et al., 2002; 

Shevach & Stephens, 2006). Entretanto, outros autores demonstram que a interação GITR-

GITRLigante resulta na coestimulação tanto dos efeitos das células Treg quanto das células 

efetoras (Muriglan et al., 2004). Estudos in vitro aumentam as evidências de que a expressão 

de GITR por células Treg resulta na expansão e aumento do potencial supressivo destas 

(Shevach & Stephens, 2006). Porém se a interação GITR-GITRLigante induz a estimulação 

ou contrasupressão das células Treg ainda permanece por ser esclarecida. Adicionalmente. 

estudos na infecção por T cruzi demonstram que o bloqueio de GITR pode estar relacionado à 

diminuição do número de células TCD4+CD25+ e conseqüentemente a diminuição da 

atividade supressora das células Treg (Mariano et al., 2008). Baseado nestes dados e em 

nossos resultados podemos sugerir que as células Treg presentes na circulação dos pacientes 

portadores da doença de Chagas possuem reduzida atividade funcional no sangue e devem 

migrar para local de infecção, onde irão in situ expressar propriedades funcionais reguladoras.  

Vários estudos em modelos experimentais e humanos têm demonstrado que as células 

TCD4+CD25+ são população celular importante com capacidade de suprimir a ativação de 

células efetoras, produção de citocinas pro-inflamatórias, inibir a ação de células 

apresentadoras de antígenos e conseqüentemente controlar a resposta imune (Sakaguchi, 

2000; Read et al., 2000; Dieckman et al., 2001; Baecher-Allan et al., 2001, 2002, 2004; 

Belkaid et al., 2002, 2006; Belkaid, 2003,2007; Liu et al., 2003; Mills, 2004; Shevach, 2004, 

2009; Belkaid & Rouse, 2005; Huehn et al., 2005; Rouse, 2007; Piccirillo, 2008).  
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Alguns autores sugerem que o alvo da atividade supressora das células Treg é a 

reposta imune que confere proteção contra infecções com microorganismos e também 

respostas que causam danos ao tecido do hospedeiro (Mills, 2004). Desta maneira, o balanço 

de células T reguladoras e atividade de células efetoras em diferentes tecidos é sintonizado de 

maneira precisa para permitir o controle do patógeno e a imunovigilância enquanto previne o 

desenvolvimento da inflamação crônica e doenças autoimunes (Belkaid et al., 2006). 

Entretanto, o mecanismo utilizado por essas células ainda não está bem estabelecido.  

No presente estudo avaliamos a co-cultura de células efetoras (PBMC) na presença de 

células reguladoras (TCD4+CD25+) do sangue periférico de indivíduos NI e pacientes 

apresentando as formas clínicas IND e CARD da doença de Chagas para avaliação da 

atividade funcional das Treg. Nossos dados mostram que não há diferença significativa nas 

co-culturas estabelecidas. Entretanto, observamos uma tendência de regulação de PBMC por 

células Treg nos pacientes do grupo IND e CARD (Figura 9B-C), uma vez que podemos 

observar uma diminuição da proliferação celular na presença de Treg quando comparado a 

cultura somente com células efetoras (Figura 9B-C). Esses resultados não foram observados 

nos indivíduos NI (Figura 9A). A adição de anticorpos monoclonais anti-CTLA-4, anti-IL10 e 

anti-TGF- nas co-culturas do presente estudo não alterou os resultados encontrados (Figura 

9). 

Vários estudos foram realizados com o objetivo de determinar os mecanismos pelos 

quais as células Treg atuam nas diferentes infecções, sendo a supressão por contato celular 

(CTLA-4) ou por citocinas reguladoras (IL-10 e TGF-) os mais estudados. Baseado nos 

nossos resultados, podemos sugerir outros mecanismos de supressão por essas células Treg 

que não esses, tais como os estudos realizados por Pandiyan e colaboradores (2007) que 

sugerem que as células Treg podem competir com as células T efetoras pela IL-2, uma vez 

que apresentam alta expressão de CD25 e desta maneira, devem consumir essa citocina 

presente no meio. Consequentemente esse consumo inibe a proliferação das células T efetoras 

resultando em apoptose dependente do fator pro-apoptótico Bim. Outros autores ainda 

sugerem que as células Treg expressam na sua superfície a molécula galactina 1 (homodímero 

que se liga a glicoproteínas como CD45, CD43 e CD7) podendo interagir com as células 

efetoras resultando na inibição do ciclo celular, apoptose e inibição da produção de citocinas 

pro-inflamatórias (Garin et al., 2007).  

Mecanismos pelos quais as células Treg suprimem a função das células apresentadoras 

de antígenos (APCs) vêm sendo amplamente discutidos. Liang e colaboradores (2008) 

sugerem que a expressão da molécula LAG 3 (homólogo de CD4) por células Treg permite a 

interação de alta afinidade dessas células com as moléculas de MHC II presentes nas células 
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dendríticas (DC) imaturas. Essa interação induz supressão da maturação das células DC e 

inibição da sua capacidade estimulatória.  

Baecher-Allan e colaboradores (2002) postulam que células reguladoras 

TCD4+CD25high suprimem seletivamente células alvo que recebem sinal “fraco” faltando 

coestimulação enquanto são incapazes de suprimir células T respondedoras que são induzidas 

por antígenos microbianos e sofrem expansão clonal via sinalização “forte”. Alguns autores 

ainda demonstraram que CTLA-4 e TGF- não são necessários para a atividade das células 

Treg (Dieckmann et al., 2001; Levings et al., 2001) e que bloqueadores de TGF- não 

revertem a atividade supressora das células Treg (Piccirillo et al., 2002; Shevach, 2009).  

Baecher-Allan e colaboradores (2004) demonstraram através de experimentos que 

vários fatores podem interferir na atividade supressora das células Treg. Dentre eles o 

percentual de células TCD4+CD25high que são obtidas após sua separação do restante das 

células, uma vez que somente as células TCD4+CD25high derivadas de sangue periférico em 

humanos são funcionalmente supressoras, sendo que é provável que no subtipo 

TCD4+CD25high ainda exista um pequeno número de células não supressoras (Levings et al., 

2002; Baecher-Allan et al., 2004; Shevach, 2009). 

Outro fator importante é o tipo de estímulo fornecido na co-cultura de células Treg e 

efetoras. Este estímulo tem forte influência no resultado final desta interação podendo levar a 

diferenciação em células supressoras ou a proliferação celular. Foi demonstrado ainda que o 

aumento da força de sinalização do TCR durante doenças autoimunes pode mudar a interação 

da co-cultura de células Treg e T efetoras de um processo de supressão para proliferação. 

Além disso, o tempo de andamento do estudo de supressão in vitro mostra que as células T 

respondedoras são inicialmente sensíveis à supressão, e que, de fato, elas se tornam resistentes 

à supressão após 40 ou 60 horas de estimulação (Baecher-Allan et al., 2004). 

Os mesmos autores ainda notificam que até mesmo o método utilizado para a 

separação das células T reguladoras pode interferir na atividade supressora dessas células. 

Baecher-Allan (2004) reporta que diferenças no método de isolamento das células Treg, por 

“beads” magnéticas ou “sorting” por FACS, leva a diferenças no grau de pureza e 

consequentemente pode resultar em variação na supressão in vitro ou variações mais 

complexas nos mecanismos de ação aparentes. Os autores ainda sugerem que é possível que 

como resultado da inflamação crônica, as células Treg podem apresentar diminuição de sua 

atividade supressora devido à exaustão funcional. Baseado nestes dados e nos nossos 

podemos inferir que as células T reguladoras obtidas do sangue periférico dos pacientes 

portadores da doença de Chagas podem estar atuando através de mecanismos independente de 

CTLA-4 ou de citocinas reguladoras ou ainda podem  estar sofrendo interferência de um dos 
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fatores descritos acima. Acreditamos que estes fatos podem explicar os resultados obtidos 

onde não conseguimos um resultado significativo ou simplesmente pelo fato de que estas 

células exercem sua atividade supressora somente no local de inflamação, atuando 

exclusivamente in situ. 

Nossos resultados não nos permitiram demonstrar a presença de atividade funcional 

significativa por células Treg de pacientes portadores da doença de Chagas. Devido a este 

fato, analisamos por um período maior de tempo a expressão de Foxp3 por esses pacientes. 

Considerando a restrita expressão do fator de transcrição Foxp3 nas células Treg e sua 

importância para a diferenciação dessa linhagem celular analisamos a cinética de expressão de 

Foxp3 por células TCD4+CD25high de PBMC dos pacientes do grupo IND e CARD e 

indivíduos NI. Interessantemente, estudos mostram que não apenas a completa falta de Foxp3 

leva ao desenvolvimento da resposta autoimune fatal, mas a redução dos níveis desta 

molécula podem também conduzir ao mesmo fenótipo (Campbell & Ziegler, 2007). Desta 

forma, foi avaliado neste estudo a intensidade média de fluorescência (IMF) do Foxp3 com o 

intuito de determinar melhor a estabilidade de expressão desta molécula na superfície da 

célula e sua dinâmica, além de favorecer o melhor entendimento da participação de Foxp3 no 

desenvolvimento de células Treg. 

No presente estudo observamos que indivíduos NI e pacientes apresentando a forma 

clínica IND matêm a expressão de Foxp3, principalmente após estimulação antigênica, 

enquanto que os pacientes do grupo CARD apresentam uma diminuição na IMF de Foxp3, 

após o 4º dia de cultura (Figura 10, 11). Ainda não está bem estabelecido o papel de Foxp3 

para o desenvolvimento de células Treg no Timo e também para a manutenção dessas células 

na periferia. Entretanto, estudo recente relacionado a deleção condicional do alelo de Foxp3 

em células Treg maduras periféricas demonstrou que alterações na proteína Foxp3 resulta em 

perda da função supressora e de características fenotípicas das células Treg. Além disso, essas 

células passam a produzir IL-2 e citocinas proinflamatórias e desenvolvem potencial 

patogênico (Williams & Rudensky, 2007). Assim, expressão contínua de Foxp3 é necessária 

para manter ativado o estado de diferenciação dessas células (Zheng & Rudensky, 2007). 

Desta forma, baseado nesses dados podemos sugerir que os pacientes do grupo CARD 

expressam a molécula Foxp3, porém não conseguem manter a expressão desta molécula na 

superfície celular das células Treg, o que acarretaria em uma deficiência de diferenciação 

destas células, ou provável alteração no perfil regulador. Consequentemente, essa alteração 

levaria a progressão da patologia nestes pacientes.   

Nas ultimas décadas, estudos vem apresentando evidências da correlação entre a 

resposta imune e a eficácia do tratamento quimioterápico (Michailowsky et al., 1998; Urbina, 
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1999; Coura & de Castro, 2002). Em modelos experimentais, há indícios de que o 

benzonidazol atua em sinergismo com a resposta imune, e que as citocinas IL-12 e IFN-γ são 

capazes de amplificar o efeito do tratamento sobre cepas resistentes, potencializando a 

fagocitose, a produção de citocinas e de óxido nítrico (Michailowsky et al., 1998), sugerindo 

que a ativação do sistema imune aumenta a eficácia do tratamento com benzonidazol durante 

a infecção por T. cruzi (Michailowsky et al., 1998; Urbina, 1999; Coura & de Castro, 2002).  

Na doença de Chagas humana, a análise da resposta imune pré e pós-tratamento é 

essencial tanto para entendermos os mecanismos de ação do benzonidazol quanto para o 

desenvolvimento racional de novos agentes tripanocidas (Coura & De Castro, 2002; De 

Castro 1993; Urbina, 1999). Vários estudos têm sido realizados para determinar o efeito do 

tratamento com benzonidazol na evolução da doença de Chagas (Ferreira, 1976; Coura et al., 

1978; Viotti et al., 1994; Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998). No geral, os 

resultados obtidos foram mais satisfatórios durante o tratamento na fase aguda e casos de 

infecção recente (Coura & De Castro, 2002), onde se observou cura parasitológica em 70% 

dos casos tratados com benzonidazol (Rassi, 2000). Sather-Avelar e colaboradores (2006) 

demonstraram que o tratamento de crianças infectadas com benzonidazol leva a um aumento 

dos níveis de células NK ativadas no sangue periférico. Além disso, estes autores sugerem 

que esta forte ativação de células NK está relacionada a um padrão misto de citocinas 

caracterizada pela síntese simultânea de citocinas pró-inflamatórias e moduladoras (IFN- e 

IL-4). Estes achados sugerem ainda que uma resposta não polarizada do sistema imune pode 

ser importante para o benefício do tratamento etiológico na doença de Chagas (Sathler-Avelar 

et al., 2006, 2008).  

O papel do tratamento anti-parasitário durante a fase crônica da doença de Chagas é 

controverso, sendo os estudos do efeito do tratamento durante essa fase da doença escassos no 

Brasil (Silva et al., 1974, Cerisola et al., 1977). Coura & De Castro (2002) enfocam que o 

tratamento na fase crônica tardia deve ser seletivo, com prioridade para os casos apresentando 

a forma clínica indeterminada ou com menor  patologia que podem ser monitorados por 

longos períodos de tempo após o tratamento.  

Estudos mais recentes demonstraram o efeito benéfico do tratamento com 

benzonidazol em camundongos cronicamente infectados com T. cruzi (Garcia et al., 2005). 

Estes autores concluem que o tratamento etiológico na fase crônica previne o 

desenvolvimento da cardiomiopatia grave. Além disso, vários estudos sugerem que o 

tratamento etiológico leva a testes sorológicos negativos e a prevenção de mudanças clínicas e 

eletrocardiográficas associadas à progressão da doença de Chagas (Macedo & Silveira, 1987; 
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Miranda et al., 1994; Viotti et al., 1994, 2006; Fragata Filho et al., 1995, Fabbro et al., 2000, 

Gallerano & Sosa, 2001). 

Baseado nestes dados e acreditando que o tratamento possa ocasionar alterações na 

resposta imunológica analisamos o efeito do benzonidazol sob as células reguladoras 

(TCD4+CD25high) em pacientes pertencentes à forma clínica CARD da doença. Nossos 

resultados nos permitem dizer que pacientes do grupo CARD possuem aumento do percentual 

de células Treg após tratamento (Figura 12A-B), porém a expressão de Foxp3 por essas 

células não foi diferente em relação aos pacientes do grupo CARD sem tratamento e 

indivíduos NI (Figura 12C-D). A análise dos dados sugere que o tratamento altera o número 

de células reguladoras, porém a sua atividade funcional na circulação sanguínea parece não 

estar alterada. Isso não exclui o fato de que essas células possam ter capacidade migratória e 

exercer sua atividade funcional in situ contribuindo na prevenção do dano tecidual ou redução 

da carga parasitária nos pacientes sintomáticos que foram tratados.  

Nossos dados mostraram ainda uma diminuição no percentual de células 

TCD4+CD25highCD45RO+ nos pacientes CARD submetidos ao tratamento (Figura 13A-B), 

sugerindo que as células Treg com fenótipo de memória estão diminuídas na circulação dos 

pacientes tratados, provavelmente devido à migração dessas células específicas para os locais 

de ativação. Observamos ainda um aumento no percentual de células TCD4+CD25highCTLA-

4+ nos pacientes CARD tratados (Figura 13C-D), mostrando um provável aumento de 

moléculas necessárias à atividade supressora das células T reguladoras nestes pacientes.  

Em relação ao perfil de citocinas produzidas por células Treg após tratamento nos 

pacientes do grupo CARD foi observada uma diminuição no percentual de células 

TCD4+CD25highIL-10+ em relação aos pacientes CARD não tratados (Figura 14B), sugerindo 

que após o tratamento esses pacientes produzem níveis semelhantes aos indivíduos NI da 

citocina IL-10 produzidas por células Treg. Através da análise de grupos anteriores que 

demonstram que após o tratamento observa-se elevação da síntese de IFN-γ e intensa 

produção de IL-10, favorecendo um efeito benéfico do benzonidazol, podemos inferir que 

provavelmente as células TCD4+CD25high sofrem efeito do tratamento com benzonidazol, 

porém sua atividade supressora e produção de citocinas não altera a resposta imune na 

circulação. Entretanto, essa análise não exclui a possibilidade de alterações das funções de 

Treg sob o efeito do tratamento em outros locais de infecção. De fato, o papel das células T 

reguladoras durante o tratamento ainda é desconhecido e são necessários estudos adicionais 

para melhor caracterizar a resposta imunológica após tratamento. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados adquiridos com o desenvolvimento deste trabalho trouxeram um 

melhor entendimento sobre o perfil fenotípico das (Treg), avaliada pelos marcadores de 

superfície e moléculas intracelulares, bem como sua atividade funcional. Além disso, esse 

trabalho originou, pela primeira vez na literatura, dados relacionados à atividade funcional das 

células Treg no sangue periférico e a presença dessas células no tecido cardíaco de pacientes 

portadores da doença de Chagas. É importante mencionar também a importância dos dados 

obtidos com o tratamento com benzonidazol, que poderá orientar futuros trabalhos 

relacionados à atividade das células Treg frente ao tratamento quimioterápico. 

Estes achados reforçam, portanto, a importância das células Treg no desenvolvimento 

das diferentes formas clínicas da doença de Chagas, sugerindo que a resposta imune contra T. 

cruzi pode ser regulada por vários mecanismos supressores do hospedeiro, entretanto os 

mecanismos presentes nos pacientes CARD parecem não ser suficientes para controlar a 

doença. Uma possibilidade para explicar tal fato pode ser o balanço entre a resposta efetora e 

mecanismos imunorreguladores (células Treg) em pacientes CARD ocorrer de maneira 

diferenciada daquele observado nos pacientes que mantém a forma clínica IND. 
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8 ANEXOS 
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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
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