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INTERAÇÕES IMUNOENDÓCRINAS NA MIGRAÇÃO DE LINFÓCITOS NA DOENÇA DE CHAGAS 

HUMANA CRÔNICA: RELAÇÃO COM A CARDIOPATIA. 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

Luiz Ricardo Berbert 

 

A doença de Chagas permance sendo um grave problema de saúde pública nas 

Américas. Na fisiopatologia da doença, é observada uma intensa resposta imune, 

com alta produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas que contribuem para o 

tráfego de células ativadas para tecidos alvo. Este evento de migração celular pode 

estar relacionado à formação de cardiopatia chagásica nos indivíduos infectados. 

Um desequilíbrio na produção hormonal do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) 

foi observado em pacientes chagásicos, e, esse processo pode influenciar o sistema 

imune e possivelmente a gênese da cardiopatia. Nesse estudo, foi avaliada a 

resposta migratória de células T de pacientes chagásicos com diferentes formas de 

cardiopatia, correlacionando esses eventos com a produção de cortisol e DHEA 

ocorrida na fase crônica da doença. Primeiramente foi observado que TNF, IL-6, 

IFN-γ, IL-17, IL-10 e TGF-β são mais expressas de acordo com a gravidade da 

cardiopatia. Em paralelo a esse aumento de citocinas foi observado um desequilíbrio 

hormonal no eixo HPA com diminuição do hormônio DHEA sérico e aumento da 

razão Cortisol/DHEA circulantes. Além disso, foi observado um aumento da resposta 

migratória de células T, com fenótipo ativado (HLADR+/VLA-4+) sobre fibronectina, 

CXCL12 e TNF-α, e também combinados a um pré tratamento de DHEA e Cortisol 

destas células. Estes resultados indicam que distúrbios neuroendócrinos, 

correlacionados a um perfil inflamatório sistêmico, podem contribuir para aumentar o 

potencial migratório de células T aos sítios inflamatórios, incluindo tecido cardíaco, 

estando envolvidos na cardiopatia relatada na doença. 

 

 

 

 

 

 

 



ix 

 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

IMMUNENDOCRINE INTERACTIONS ON LYMPHOCYTE MIGRATION IN CHRONIC HUMAN 

CHAGAS DISEASE: RELATIONSHIP TO CARDIOPATHY. 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 

 

Luiz Ricardo Berbert 

 

Chagas disease remains a serious public health problem in the Americas. In the 

pathophysiology of disease, it is observed an intense immune response with high 

expression of inflammatory cytokines and chemokines that contribute to activated T 

cells traffic, that target the inflamed tissue. These cell migration events may be 

related to the formation of Chagas heart disease in infected individuals. An 

imbalance in hormone production of the Hypothalamus-Pituitary-Adrenal axis (HPA) 

was observed in patients with Chagas disease, and this process could influence the 

immune system, including, cardiopathy formation. In this study, T cells migratory 

response from chagasic patients with different forms of cardiopathy was performed to 

correlate these events with cortisol and DHEA production in the chronic phase of the 

disease. Firstly, it was observed that inflammatory cytokines, such as TNF, IL-6, IFN-

γ, IL-17, IL-10 e TGF-β were expressed in terms of disease severity. In parallel with 

cytokine enhancement, it was observed a hormonal imbalance in the HPA axis, 

where a decrease in hormone DHEA resulted in increased cortisol ratio / circulating 

DHEA. In addition, there was an increase in migratory response of T cells with an 

activated phenotype (HLADR+/VLA-4+) over fibronectin, CXCL12 and TNF-α, and 

also a combined pre treatment of DHEA and cortisol. These results indicate that 

neuroendocrine disorders correlated to a systemic inflammatory profile, can increase 

migration potential of T cells to inflammatory sites, including heart tissue and thus 

being involved in heart disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Doença de Chagas 

1.1.1 Distribuição geográfica e epidemiologia 

A Doença de Chagas é uma endoparasitose causada pelo protozoário 

intracelular Trypanosoma cruzi (Ordem Kinetoplastida – Trypanosomatidae) e é 

endêmica em toda América Latina. A Organização Mundial de Saúde relata que 

existem em torno de 6-8 milhões de humanos infectados e mais de 100 milhões em 

risco de infecção (WHO, 2014), conforme representado na figura 1. A infecção 

clássica é causada pelas fezes contaminadas do inseto vetor conhecido como 

Barbeiro (Ordem Hemiptera – Reduviidae) e em alguns casos pela via 

transplacentária (Dias et al., 2000); mas também há outras vias não clássicas e 

acidentais como transfusão sanguínea, transplante de órgãos, e acidentes 

laboratoriais, além da possível contaminação via sexual (Lenzi et al., 1998; Cabrine-

Santos et al., 2003). Recentemente, a transmissão via oral tem sido relatada na 

região amazônica e outras regiões isoladas no Brasil, sendo uma das principais vias 

de contaminação (Steindel et al., 2008; Yoshida et al., 2009; Shikanai-Yasuda et al., 

2012; De Meis et al., 2013; Souza-Lima et al., 2013; Coura, 2014). 

Atualmente, devido às imigrações de indivíduos infectados em áreas não 

endêmicas, a doença tem se espalhado pela Europa (Strasenet al., 2014), Estados 

Unidos e Canadá (Fearon et al., 2013; Chin et al., 2013), bem como Japão e 

Austrália (Gascon et al., 2010), podendo se tornar um problema de saúde pública 

nestes locais. Em geral, a infecção em áreas não endêmicas se caracteriza por 

contaminações acidentais, como transfusões de sangue, e neonatos de mães 

imigrantes infectadas (Schmunis & Yadon, 2010), bem como turistas que ingerem 

acidentalmente o protozoário em alimentos contaminados (Shikanai-Yasuda et al., 

2012). 

 No Brasil, as áreas endêmicas estão localizadas nas regiões centro-norte e 

nordeste, porém, há diversos casos diagnosticados em todo país, com estimativa de 

2-3 milhões de pessoas infectadas (Martins-Melo et al., 2013).  
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Figura 1. Distribuição mundial da infecção pelo Trypanosoma cruzi. O mapa epidemiológico 
demonstra a endemicidade da infecção na América Latina. A imigração de indivíduos infectados para 
regiões não endêmicas resulta no aparecimento de casos de infecção chagásica acidental em locais 
onde antes não se conhecia clinicamente a doença (WHO, 2014). 
 

 

Na Argentina, país de origem dos pacientes deste estudo, estima-se que há 

em torno de um milhão e meio de pessoas infectadas (Beloscar, 2013), 

principalmente pela via vetorial, seguida da via congênita, devido às condições 

sanitárias em algumas províncias, como Santa Fé (Fig. 2). 

Adoença de Chagas possui três ciclos bem definidos e intimamente 

relacionados entre si: o ciclo selvagem, o ciclo peridoméstico e o ciclo doméstico. 

Essa característica da doença exige abordagens de vigilância do vetor e seus 

hospedeiros/reservatórios para o controle de incidência da doença em 

umadeterminadaregião. Dentre as principais abordagens estão:o controle 

populacional do inseto vetor, a identificação de reservatórios e o gerenciamento do 

trânsito de indivíduos infectados de áreas endêmicas para não endêmicas, através 

de diagnósticos mais rápidos e eficientes. Esse controle pode ser eficaz na 

interrupção do ciclo de transmissão do parasita ao homem, porém, devido às 

inúmeras variáveis ambientais como a existência de diferentes ciclos, a erradicação 

da doença se torna bastante difícil (Coura, 2013; Coura et al.,2014). 
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Figura 2. Mapeamento de zonas de risco de infecção pelo Trypanosoma cruzi na Argentina. O 
mapa demonstra que todo território argentino é susceptível à infecção chagásica, principalmente 
pelas vias vetorial e congênita. Modificado a partir de Beloscar et al., 2013. 

 

1.1.2 Infecção e Manifestações Clínicas 

O hospedeiro humano infectado pelo parasita passa por duas fases clínicas 

bem caracterizadas da doença, aguda e crônica. A fase aguda se inicia após a 

contaminação do hospedeiro pelas fezes do inseto vetor contaminado, onde ocorre 

uma reação inflamatória conhecida como Chagoma de inoculação que pode se 

desenvolver para uma forma mais grave com edema e linfoadenopatia local (Sinal 

de Romaña) em torno de 7-14 dias (Revisado por Rey, 2002). Após esse período 

seguem outras manifestações como febre, cefaléia, anorexia, vômitos, diarréia, 

linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia e alta parasitemia devido à extensa 
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multiplicação de amastigotas no organismo, liberando tripomastigotas no sangue 

(Tanowitz et al., 1992; Revisado por Coura et al., 2013).  

Uma manifestação clínica importante da fase aguda é a cardite associada a 

um elevado parasitismo das células do miocárdio. A presença do parasita no tecido 

leva a uma intensa resposta inflamatória de células T no sítio inflamado,destruindo 

células infectadase não infectadas (Luppiet al., 1998; Dias et al., 2000). A infecção, 

juntamente com a intensa resposta inflamatória, induz a morte de células teciduais 

por fibrose e apoptose (Tostes, 2005). Pacientes infectados (3-5%) podem sofrer 

óbito nessa fase da doença devido às complicações da miocardite e 

meningoencefalites, mas a maioria se recupera em 3-4 meses (Sanchez & Ramirez, 

2012; Coura et al., 2002). Em muitos casos (cerca de 50 - 70%, de acordo com a 

cepa de T. cruzi e a resistência do hospedeiro) a doença se torna assintomática e 

latente após a fase aguda, tendo um prognóstico incerto ou não evoluindo para fase 

crônica (Vitelle-Alvelar, 2006). 

A fase crônica pode ser assintomática ou apresentar-se, em torno de 30% 

dos casos, como morbidade, caracterizada por parasitemia subpatente, cursando 

com cadiomiopatia, síndromes de megacólon e/ou megaesôfago, e alterações 

fisiológicas em outros sistemas. As patologias observadas na fase crônica são 

resultantes da intensa atividade inflamatória mediada por células T nesses tecidos e 

pela persistência de antígenos parasitários nos tecidos (Tanowitz, 2002; Savino, 

2007). A cardiomiopatia chagásica crônica é uma das manifestações mais 

importantes na doença e a principal causa de morte nos pacientes após um 

processo de cardiomegalia, arritmia e falência do órgão (Higuchi, 2003). 

Diversas abordagens terapêuticas têm sido sugeridas e também 

administradas em pacientes com cardiopatia crônica com objetivo de eliminar o 

parasita e prevenir ou reduzir a fibrose e a lesão no tecido. De acordo com Coura & 

Borges-Pereira (2011 e 2012), a quimioterapia sistêmica específica, utilizando 

Nifurtimox e Benznidazol, tem se mostrado eficaz no tratamento de casos agudos 

originados de diversas vias de infecção, bem como em casos indeterminados e 

crônicos, porém, resultando em efeitos colaterais dose-dependentes em muitos 

casos. Neste contexto, e levando em conta questões sócio-econômicas na produção 

e distribuição destes medicamentos, ainda há muitos desafios e perspectivas em um 

tratamento padrão e economicamente viável para a doença (Dias et al., 2014). 

Atualmente, com os avanços da biotecnologia, novas drogas estão em 

produção para tratamento e prevenção da doença. A tioridazina tem se mostrado 
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promissora no tratamento de modelos murinos com cardiopatia aguda e crônica, 

reduzindo a mortalidade e os danos teciduais nos modelos (Lo Presti et al., 2015), e 

o CYP51, que inibiu o crescimento do parasita (Keenan & Chaplin, 2015). 

Abordagens com terapia celular, como transplante de células da medula óssea de 

modelos murinos, também tem sido testados com eficácia (Guimarro et al., 2014; 

Jasmim et al., 2014), restaurando a rede de fibras no tecido cardíaco. Beta 

bloqueadores, como Carvedilol, têm diminuído a insuficiência cardíaca em pacientes 

chagásicos (Hidalgo et al., 2012; Ribeiro et al., 2012) e aumentando a sobrevida de 

modelos experimentais (Pimentel et al., 2012). 

Tratamentos com o hormônio DHEA têm sido testados em outras 

enfermidades parasitárias em modelos experimentais, modulando a resposta imune, 

resultando em efeitos protetores no organismo (Caetano et al., 2011). Dentre esses 

efeitos, estão a redução de parasitas circulantes e diminuição das concentrações de 

TNF em modelo murino (Filipin et al., 2010; Santos et al., 2007 e 2010), aumento da 

resposta linfoproliferativa e da atividade de óxido nítrico (Caetano et al., 2009).  

 

1.1.3 Fisiopatologia e o Sistema Imune na Doença de Chagas 

Atualmente, há um consenso de que a resposta imune do hospedeiro induz a 

diversos eventos complexos que possam controlar o parasitismo enquanto 

preservam o potencial de montar e manter uma longa resposta celular e humoral 

contra o patógeno durante a infecção pelo T. cruzi (Revisado por Sathler-Avelar, 

2009).  No curso dessa infecção, são observadas diversas alterações no sistema 

imune e a evolução desses mecanismos depende inicialmente das características 

genéticas do hospedeiro (Kierszembaum & Sztein, 1990), carga do inóculo (Borges, 

2013; Lemos, 2013) e cepa do parasita (Cruzet al., 2014; Duz et al., 2014; Evans-

Osses et al., 2014; Meza et al., 2014; Poveda et al., 2014), ressaltando que o 

agrupamento de cada cepa de T. cruzi nas DTUs (Di Noia et al.,2002) leva em 

consideração se a heterogeneidade e multiclonalidade dessas cepas determinam 

variações nos aspectos clínicos da doença (Devera et al., 2003). Por outro lado, a 

ausência de patologias clínicas durante a infecção em alguns indivíduos está 

diretamente associada com a habilidade de controle dos mecanismos envolvidos na 

resposta imune contra o parasita. Porém, esse mesmo controle pode contribuir, na 

evolução da infecção, com danos teciduais associados ao intenso infiltrado 

inflamatório leucocitário no tecido alvo (Fuenmayor et al., 2005). 
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A resposta ao parasita se inicia com a entrada do T. cruzi no hospedeiro, e 

com o reconhecimento do tripomastigota pelo sistema imune, podendo gerar três 

eventos básicos: 1) a detecção e destruição direta do parasita por células do sistema 

inato e proteínas do complemento; 2) a ativação de células apresentadoras de 

antígeno como as dendríticas e macrófagos, estimulando a resposta por células Te 

desencadeando a resposta adaptativa; 3) a sensibilização de células não 

hematopoiéticas que seriam alvos primários na invasão do parasita (Revisado por 

Tarleton, 2007). Estudos recentes demonstraram que a porta de entrada do parasita 

também pode modular o sistema imune, tendo sido demonstrado que a infecção oral 

induz a uma resposta local, através da modulação de mecanismos do sistema imune 

relacionados à mucosa, em contraparte à infecção intraperitoneal, que induz a uma 

resposta mais sistêmica (De Meis et al., 2013).  

Em um primeiro momento, macrófagos, iniciam uma ação microbicida 

produzindo IFN-γ e TNF-α bem como ativação de células Natural Killer (NK) através 

da ação de IL-12 sobre células T CD4, estimulando a produção de óxido nítrico e 

IFN-γ por células NK, que contribuem para o controle inicial da infecção (Lima-

Martinset al., 1985; Gazzinelli et al., 1993); macrófagos e células NK evoluem para 

fenótipos bem distintos durante o curso da fase aguda, antes do início da resposta 

mediada por células T (Vitelli-Alvelar et al., 2006), e este evento teria relação direta 

com as respostas futuras, já que sua expansão exacerbada na doença pode 

contribuir para eventos pró-inflamatórios. Sendo assim, a modulação de 

mecanismos imunoreguladores se torna determinante para prevenir os efeitos 

deletérios associados com a excessiva resposta inflamatória que estão associados 

às morbidades características da doença (Gomes et al., 2014).  

Células T reguladoras (Treg) com fenótipo CD4/CD25high são importantes no 

controle de doenças autoimunes mediadas por células T, bem como na expansão 

descontrolada de células responsivas a patógenos (Piccirillo et al., 2008). Durante a 

infecção pelo T. cruzi, foram relatadas que a frequência células Treg em pacientes 

com forma indeterminada da doença está relacionada com a progressão de danos 

cardíacos (Vitelli-Alvelaret al., 2005 e 2006; Sanoja et al., 2013; De Moura-Braz et 

al., 2014; Gonzalez et al., 2014); dados obtidos em modelos experimentais em 

nosso laboratório demonstraram que a infecção pode gerar distúrbios na geração e 

exportação de células Treg naturais (Hamaty, 2008). Há também, outros possíveis 

mecanismos imunoreguladores que contribuem na patogênese da doença, mas 

dependem da cepa de T. cruzi da qual o hospedeiro foi infectado, como a IL-18, que 
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regula a produção de IFN-γ em modelo murino, promovendo uma resposta Th1 pro 

inflamatória, em contraparte ao modelo IL-18-/- (Esper et al., 2014). A citocina IL-17 

éimportante indutora da produção de IL-6, TNF-α e GM-CSF em macrófagos, e,na 

ausência desta molécula em modelo murino nocaute foi observado aumento dos 

danos teciduaiscaracterísticos da infecção (Miyazaki et al., 2010). Por outro lado, o 

aumento da expressão de IL-17 por células T em pacientes indeterminados também 

está associado ao status clínico e funcionamento cardíaco,podendo ser um fator de 

prevenção aos danos cardíacos (Magalhães et al., 2013). Na fase aguda da 

infecção, em modelos experimentais, observa-se uma intensa ativação policlonal de 

células T e B em órgãos linfóides periféricos persistindo até a fase crônica da 

doença (Minoprioet al., 1986; Da Silva et al., 1998). No que diz respeito às células B, 

além de seu papel na produção de anticorpos específicos durante a infecção 

chagásica, foi descrita uma alteração na sua distribuição sistêmica durante a fase 

crônica da infecção humana, relacionado diretamente às alterações funcionais em 

células T (Fernandezet al., 2014). Células T CD8têm fundamental importância na 

geração da cardiopatia, sendo efetoras na indução de morte de células infectadas e 

levando a danos teciduais no tecido cardíaco, mas seu papel pode ser antagônico, 

dependendo do equilíbrio populacional entre os subtipos destas células, tendo um 

grupo produtor de IFN-γ (IFNHIGH) e outro produtor de perforina que por sua vez 

modulam a citoxicidade específica nos modelos murinos (Silverio et al., 

2012).Tamanha é a importância das células T CD8 na evolução da patogênese 

chagásica, que essa subpopulação pôde ser utilizada experimentalmente como 

modelo de vacinação para redução de sintomas da doença, já que pode ser induzida 

a uma resposta específica a transialidases do parasita, minimizando danos teciduais 

aleatórios e não específicos (Dos Santos et al., 2014). Neste contexto de frequência 

de subpopulações leucocitárias, já foi relatada também apresença de células T duplo 

positivas para CD4 e CD8 ativadas e com potencial efetor autoreativo, em pacientes 

crônicos (Giraldo et al., 2011).  

Um ponto amplamente discutido na patogênese da doença, principalmente 

em relação à miocardite crônica, é a geração de autoimunidade que pode ser 

resultante da persistência de antígenos parasitários circulantes oriundos de danos 

ocorridos nos tecidos (Kalil & Cunha-Neto, 1996), bem como à presença de 

peptídeos de T. cruzi com sequências homólogas à sequências protéicas do 

hospedeiro, como por exemplo a miosina cardíaca (Cunha-Neto et al., 1995). Porém, 

essa hipótese tem sido amplamente discutida e questionada por alguns autores, 
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uma vez que os danos ao tecido cardíaco podem ser resultantes da presença do 

parasita no local, que levam a uma reação inflamatória mediada por células T CD8 

parasito-específicas (Marin-Neto et al., 2007). A possível participação de auto 

anticorpos foi demonstrada na detecção de auto anticorpos anti EVI (Endocardial 

Vascular Intersticial Tissue) em soro de pacientes chagásicos que reagiam contra o 

próprio endocárdio desses pacientes (Cossio et al., 1974). Alguns destes auto 

anticorpos têm alvos específicos, atingindo neurônios do tecido cardíaco, ou a 

cadeia pesada de miosina, alterando substancialmente as funções cardíacas 

(MacLeanet al., 2014). Células T CD4 têm um papel importante na reação contra o 

músculo cardíaco como demonstrado por Ribeiro-dos-Santos (1990,1991,1992), 

onde foi observado que os danos teciduais em corações de camundongos crônicos 

eram semelhantes aos danos de pacientes transplantados.  

Em relação à produção de citocinas (Tabela 1) durante a infecção, estudos 

apontam para uma deficiência na quantidade de expressãode IL-2 bem como na 

expressão da cadeia αde seu receptor (CD25) na superfície de linfócitos, inibindo a 

resposta proliferativa de células T (Tarletonet al., 1988). Por outro lado,citocinas 

como TNF-α, IFN-γ, IL-5, IL-6 e IL-12 tem sua expressão aumentada em tecidos, 

resultado da intensa inflamação local (Tarleton et al., 1991; Tanovitz et al., 1992). A 

infecção pelo T. cruzipode induzir uma resposta com perfil Th1 que consiste na alta 

produção de IFN-γ, TNF-α e IL-12, aumentando a capacidade microbicida de 

macrófagos. No entanto, alguns modelos experimentais demonstraram desequilíbrio 

na produção dessas citocinas durante a infecção aguda e crônica, e esse 

mecanismo pode induzir uma resposta com perfil Th2, com produção de IL-4 e IL-10, 

aumentando a susceptibilidade do modelo à infecção. Em pacientes, a relação entre 

um perfil clínico indeterminado (sem alterações cardíacas) e um mais grave pode ser 

representada por um equilíbrio responsivo do hospedeiro contra o parasita, 

caracterizado por um balanço anti-inflamatório na fase indeterminada, com alta 

produção de IL-10, em relação à alta expressão de IFN-γ, TNF-α e IL-6 na fase 

clínica cardíaca (Dutraet al., 2014; Souza et al., 2014). A alta expressão dos 

receptores de algumas citocinas, como CCR5 e CXCR3 por células T de pacientes, 

também está associada ao status clínico (indeterminado – cardíaco) e ao perfil de 

resposta imune, por facilitarem o tráfego de células T efetoras (Gomes et al., 2005). 
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Tabela 1. Perfil de citocinas com expressão modulada durante infecção chagásica. 

CITOCINA 
CÉLULA 

PRODUTORA 
PAPEL MODELO REFERÊNCIAS 

CCL-2 
Endotélio 
Epitélio 

Fibroblastos 

Recrutamento de 
monócitos, células T e 
células Dendríticas aos 

sítios de inflamação 

Murino ↑ 
humano ↑ 

Talvani et al., 2004; 
Paiva et al., 2009 

CCL-4 Células T 
Recrutamento de células 

NK e monócitos 
Murino ↑ 

Sullivan et al., 2011; 
Marino et al., 2005 

CCL-5 Células T 
Recrutamento de leucócitos 

e ativação de células NK 
Murino ↑ 

Sullivan et al., 2011; 
Marino et al., 2005 

CXCL12 
Células 

Estromais 
Indução de Homing de 

linfócitos 
Murino ↑ 

Mendes-da-Cruz et al., 
2006 

IFN-Υ 
Células T 

Células NK 
Ativação de macrófagos e 
supressão de células Th2 

Humano ↑ 
murino ↑ 

Pérez et al., 2011;Reis 
Machado et al. 2014 

IL-10 
Células B 
Células T 

Macrófagos 
Supressão de macrófagos 

Humano ↑ 
murino ↑ 

Pérez et al., 2011; Reis 
Machado et al. 2014 

IL-12 
Células B 

Macrófagos 

Ativação de células NK e 
indução de células CD4 

para Th1 
Murino ↑ 

Tarleton et al., 1991; 
Kuehn et al., 2014 

IL-17 
Células T CD4 

de memória 

Indução de produção de 
citocinas pelo epitélio e 

fibroblastos 

Humano ↑ 
murino ↑ 

Pérez et al., 2011; 
Cobb et al., 2012 

IL-2 Células T Proliferação de células T Murino ↓ 
Tarleton et al., 1988; 
Gomez-Garcia et al., 

2005 

IL-4 
Células 

TMastócitos 
Ativação de células B e 

Supressão de células Th1 
Humano ↑ 
murino ↑ 

Pérez et al., 2011; 
Gomez-Garcia et al., 

2005 

IL-5 
Células T 
Mastócitos 

Crescimento de 
diferenciação de eosinófilos 

Murino ↓ Tarleton et al., 1991 

IL-6 
Células T 

Macrófagos 
Céls. endoteliais 

Indução de crescimento e 
diferenciação de células T e 

B 
Humano ↑ 

Pérez et al., 2011; 
Poveda et al., 2014 

TGF-β 

Células T 
Condrócitos 

Monócitos 

Inibição de crescimento 
celular, indução de 

secreção de IgA 
Humano ↑ 

Pérez et al., 2011; 
Rocha-Rodrigues et 

al., 2012 

TNF-α 
Macrófagos 
Células NK 
Células T 

Mediador de inflamação 
local e ativação de 

endotélio 
Humano ↑ 

Talvani et al., 2004; 
Pérez et al., 2011 

A tabela mostra as principais citocinas com expressão modulada durante infecção chagásica, 
correlacionando esta expressão com a formação de um ambiente propício à ativação e migração de 
células. 

 

Alterações estruturais e fisiológicas também podem ser observadas em 

órgãos linfóides, particularmente em camundongos. O aumento de volume no baço e 

linfonodos subcutâneos foi observado na fase aguda da infecção, resultante da 
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ativação policlonal e proliferação celular nesses órgãos (Minoprio et al., 1986; De 

Meis et al., 2009). Já em linfonodos mesentéricos, ocorre efeito inverso, onde há 

intensa atrofia devido à apoptose dos linfócitos (De Meis et al., 2006). Os subtipos 

de células T encontrados nos linfonodos e baço incluem modificações fenotípicas, 

em seus repertórios de TCR e também em seus marcadores de ativação, 

apresentando maior densidade de CD69 e menor densidade de CD62L (Leite-de-

Moraes et al., 1994; Cotta-de-Almeida et al., 2003; Mendes-da-Cruz et al., 2006).O 

timo também é um órgão alvo na infecção pelo T. cruzi (Savino, 2006), sofrendo 

diversas alterações no curso da patologia. Sendo um órgão gerador de células T, 

essas alterações podem estar envolvidas em aspectos distintos da fisiopatologia da 

doença.Em modelos experimentais, durante a fase aguda, esse órgão sofre uma 

intensa atrofia que se estende no decorrer da doença até a fase crônica e esse 

evento é causado principalmente pela depleção maciça de timócitos com fenótipo 

CD4/CD8 por apoptose, reduzindo então a região cortical do órgão (Savino et al., 

1989; Leite-de-Moraes et al., 1991,1992; Martins et al., 1994). Esses mesmos 

timócitos autoreativos, durante a fase aguda da infecção, passam pela seleção 

negativa e podem adquirir um fenótipo com potencial autoimune, migrando para 

órgãos linfoides periféricos e levando a danos nos sítios inflamatórios (Morrotet al., 

2012). Durante a infecção aguda de modelo murino, outras moléculas também têm 

expressão alterada e podem induzir efeitos deletérios no timo, principalmente as 

caspases 8 e 9, que induzem apoptose de timócitos, após estimulação pelas altas 

taxas de glicocorticoides liberadas sistemicamente na infecção (Farias de Oliveira et 

al., 2013). Em um contexto de fisiologia celular durante o curso da doença, a 

migração linfocitária aos sítios inflamatórios é um dos eventos mais importante na 

geração da patogênese cardíaca; as populações celulares que chegam ao sítio 

inflamatório produzem principalmente IFN-γ e TNF-α, gerando um perfil tipo Th1, 

que, por sua ação pró inflamatória, induz a lesões no tecido cardíaco de pacientes 

(Rocha Rodrigues et al., 2012), conforme discutido a seguir. 

 

1.1.3.1 A migração linfocitária e a progressão da cardiopatia na doença 

A migração celular aos sítios inflamatórios é modulada por processos 

biológicos como recrutamento, rolamento, ancoramento, adesão, migração 

transendotelial, extravasamento da membrana basal e posicionamento celular, via 

sinalização de citocinas, e seus respectivos receptores nas células do sistema imune 
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(Lannes-Vieira, 2003 et al., Ley et al., 2007; Sigmundsdottir & Butcher et al., 2008), 

como demonstrado na figura 3. 

 

 

Figura 3. A migração de células T ao sítio inflamatório. Esquema representativo dos eventos de 
migração celular a um sítio inflamatório, como rolamento, adesão e transmigração, demonstrado 
papel de citocinas, seus ligantes e proteína de ECM como a fibronectina no processo. Modificado a 
partir de Lannes-Vieira, 2003. 

 

A citocina CXCL12, produzida por células do estroma de tecidos é um 

importante fator de recrutamento de células T, e tem sua expressão aumentada 

durante infecção murina com T. cruzi (Mendes-da-Cruz et al., 2006), e associada à 

fibronectina, proteína de matriz extracelular altamente expressa em tecidos 

infectados pelo parasita, pode promover o aumento do potencial migratório de 

timócitos no timo durante este evento fisiopatológico (Savino et al., 2002; Cotta de 

Almeida et al., 2003). Estas mesmas citocinas produzidas de forma autócrina, em 

paralelo com a alta expressão de fibronectina no tecido, estimulam em células TCD4 

a expressão de CXCR4 (receptor para a quimiocina CXCL12), e da integrina VLA-4 

(receptor para fibronectina) a qual facilita a migração e infiltração dessas células nos 

sítios inflamadas em modelos murinos infectados (Cotta de Almeida et al., 2003). 

As citocinas TNF-α e IFN-γ, por exemplo, além de estarem envolvidas no 

controle da infecção, também podem determinar o tráfego seletivo de células do 

sistema imune para sítios de reatividade no miocárdio (Silva-Barbosa et al., 1997; 

Reis et al., 1997; Higushi et al., 2003). Neste sentido, foi observado que em animais 

deficientes para ambos os receptores de TNF-α (TNFRSF1A e TNFRSF1B) são 

incapazes de gerar o influxo de células inflamatórias ao miocárdio durante a infeçção 

aguda (Perezet al., 2007). Da mesma forma, a associação entre TNF-α e a molécula 

de matriz extracelular fibronectina, estimula a migração ex vivo de células T oriundos 

de pacientes chagásicos crônicos (Berbert et al., 2012). Também importantes no 
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processo, as citocinas CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1, e seu receptor CCR5, 

altamente expresso em células T humanas ativadas na infecção chagásica crônica, 

concomitantemente com CXCR4, podem servir como marcadores de evolução da 

doença, já que sua expressão nas células aumenta seu influxo no tecido cardíaco 

(Marinoet al., 2005). Já a alta expressão de CCL2/MCP-1 no tecido cardíaco de 

camundongos, e pode atuar no controle da carga parasitária, já que em modelos 

murinos nocautes para essa citocina, a parasitemia é mais baixa em relação aos 

controles infectados, e da infiltração e ativação de células T e monócitos nos sítios 

inflamatórios (Paiva et al., 2009). A ação combinada entre outras citocinas e 

moléculas de matriz extracelular é capaz de aumentar o potencial migratório de 

células T em situações fisiológicas (Savino et al., 2004; Ivanoff et al., 2005) e 

patológicas (Savino et al., 2007; Gameiro et al., 2010; Pérez et al., 2012). O T. cruzi 

também pode alterar a adesão e migração de timócitos e a liberação de células 

duplo-positivas CD4+CD8+com potencial autoreativo no sistema, e esse desbalanço 

no microambiente do timo é causado pelo aumento de expressão de fibronectina no 

tecido infectado e seu receptor VLA-4 pelas células T duplo positivas, gerando uma 

frequência de população celular com fenótipo de potencial auto reativo em órgãos 

linfoides periféricos, como baço e linfonodos (Cotta de Almeida et al., 2003). Essa 

população duplo positiva expressa segmentos de TCR proibidos (TCRVbeta5 e 

TCRVbeta12), que são deletados no timo em situações fisiológicas normais de 

seleção celular (Mendes da Cruz et al., 2006). Essa modulação no microambiente 

tímico pode ser gerada pela secreção de trans sialidase (enzima expressa na 

membrana de tripomastigotas que auxilia na infecção celular) pelo parasita, que por 

sua vez afeta a dinâmica intratímica dos timócitos interferindo na diferenciação e 

sinalização intracelulares, e a consequente migração celular para a periferia (Nardy 

et al., 2012). Cabe ressaltar que este escape prematuro de timócitos pode estar 

relacionado com a frequência de células CD4 ou CD8 HLADR+ encontradas em 

sangue periférico de pacientes crônicos (Morrot et al., 2013). 

Tomados em conjunto, os dados apresentados definem que interações entre 

a alta expressão de citocinas, associadas a um desbalanço na rede de ECM como a 

fibronectina durante a infecção chagásica, pode promover o aumento do potencial 

migratório de células T ativadas. Essas interações quimiotáticas também são 

moduladas por outros sistemas, principalmente, os sistemas nervoso e endócrino, 

como descrito a seguir. 
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1.1.3.2 O eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal, suas interações com o sistema 

imune e a modulação da migração de linfócitos 

 

O eixo HPA (Hipotálamo – Pituitária – Adrenal), exerce um papel fundamental 

na resposta a estímulos internos e externos, principalmente a agentes indutores de 

estresse. A atividade do eixo HPA (Fig. 4) é governada pela secreção de hormônio 

liberador de corticotrofina (HLC) e vasopressina (AVP) pelo hipotálamo, ativando 

asecreção do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) pela pituitária, que por sua vez 

estimula a secreção de glicocorticóides pelo córtex adrenal. Os glicocorticóides, 

então, interagem com seus receptores em múltiplos tecidos-alvo, incluindo o próprio 

eixo HPA, onde sãoresponsáveis pela inibição negativa por feedback da secreção 

do ACTH pela pituitária e do HLC a partir do hipotálamo (Juruena et al., 2004). 

Durante a resposta inflamatória, as citocinas TNF-α, IL-1 e IL-6 modulam a maioria 

dos eventos de feedback na regulação do eixo, e podem, por sinergia, estimular a 

liberação de ACTH do hipotálamo e  da pituitária levando ao aumento de produção 

de glicocorticoides, contrabalançando a resposta inflamatória. Deste modo, 

desequilíbrios no funcionamento do eixo HPA, como a alta produção de 

glicocorticoides associada à alta expressão de citocinas inflamatórias, podem 

resultar em maior susceptibilidade de indivíduos à doenças inflamatórias (Revisado 

por Ader, 2007). 
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Figura 4. Circuito neuroendócrino, o eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal e sua relação com 
citocinas durante infecções. Esquema representativo demonstrando ativação do eixo HPA a partir 
de um processo infeccioso, a produção subsequente de cortisol e DHEA, e o feedback de reativação 
do eixo por citocinas relacionadas a processos inflamatórios. Em azul escuro, hormônios e citocinas 
relacionados ao eixo HPA. Em azul claro, estruturas do sistema neuroendócrino relacionadas ao eixo 
HPA.  Glândulas suprarenais.Adaptado e modificado a partir de Savino & Dardenne, 1995. 

 

Respostas imunes inata e adaptativa estão sujeitas a influências regulatórias 

provenientes de outros sistemas, em especial o neuroendócrino. Nesse contexto a 

resposta endócrina poderia ter então relevância fundamental na coordenação dos 

mecanismos de resistência, seja na ativação e migração de células, seja na 

regulação de mecanismos intracelulares, podendo incidir desse modo no curso da 

Doença de Chagas. Trabalhos anteriores de nosso grupo e outros já demonstraram 

que há uma intensa relação entre o sistema imune e o eixo HPA, a migração celular 

(Savino et al., 2010; Savino et al., 2012), bem como a evolução de 
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comprometimento cardíaco em pacientes crônicos (Perez et al., 2011). Nestes 

trabalhos prévios, em camundongos infectados, foi observada estase vascular, 

aumento na expressão de fibronectina e laminina, bem como infiltrado de 

macrófagos nas glândulas pituitária e adrenal de modelos murinos infectados 

(Corrêa de Santana et al., 2006) e, este processo pode desencadear uma produção 

desequilibrada de glicocorticóides. No contexto da migração celular, interações entre 

hormônio de crescimento e microambiente tímico podem resultar em aumento da 

produção de ECM (fibronectina e laminina) e CXCL12, promovendo a migração de 

timócitos (Savino et al., 2002 e 2012). Em modelos murinos, já foi descrito que a 

infecção pelo T. cruzi pode modular diretamente a produção de hormônios 

relacionados ao eixo HPA, já que o DNA do parasita foi detectado no tecido das 

glândulas Hipotálamo e adrenal (Corrêa-de-Santana et al., 2009) levando a um 

evento pró inflamatório, com produção de TNF e IL-6 exacerbada levando à 

hiperatividade do eixo HPA por Feedback, com aumento nos níveis circulantes de 

corticosterona, sem contudo alterar os níveis de ACTH e DHEA (Villar et al., 2013; 

Lepletier et al., 2013); vale ressaltar que modulação semelhante foi descrita em 

pacientes crônicos, onde se apresentou aumento na razão Cortisol/ DHEA de acordo 

com a gravidade de comprometimento cardíaco (Pérez et al., 2011). O aumento na 

produção de glicocorticoides como a corticosterona é importante no controle da 

resposta inflamatória e na sobrevida de modelos murinos infectados, uma vez que 

adrenalectomia ou bloqueio dos receptores de glicocorticoides durante a infecção 

aguda culminou no aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias pelos 

animais infectados em associação com aumento na mortalidade desses animais 

(Roggero et al., 2006; Pérez et al., 2007). Células Treg também podem ser 

moduladas pela expressão exacerbada de glicocorticoides na infecção chagásica, já 

que em modelos murinos o tratamento com glicocorticoides e IL-2 aumentou a 

frequência da população de células T reguladoras concomitante com a produção de 

IL-4 e IL-10, gerando efeito protetor aos modelos contra a infecção (Gonzalez et al., 

2014). O timo, sendo gerador de células T, também é afetado com o desequilíbrio na 

produção de hormônios do eixo HPA, e estudos prévios demonstraram que o 

aumento na produção de glicocorticóides e diminuição de níveis de prolactina 

durante infecção chagásica aguda, levam à morte de timócitos por apoptose e 

consequente atrofia tímica (Lepletier et al., 2012).  

Situações de estresse crônico em humanos levam ao prolongamento da 

resposta de hormônios efetores (glicocorticóides e catecolaminas) que pode 
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macarretar em efeitos deletérios ao organismo, como a hipercortisolemia crônica que 

compromete diversas funções biológicas, incluindo metabolismo e morte celular, 

crescimento, resposta imune, desenvolvimento da personalidade e comportamento 

(Chrousos et al., 2009).A produção de DHEA em resposta ao estresse inflamatório 

pelas glândulas supra renais, foi descrita como tendo efeito protetor e 

imunomodulatório em modelo murino infectado por T. cruzi, onde o tratamento com 

DHEA em macrófagos e modelos murinos infectados, reduziu a parasitemia na fase 

aguda (Dos Santos et al., 2005) aumentou a produção de citocinas anti 

inflamatórias, como IL-10 e IL-4, (Caetano et al., 2011) e aumentou a produção de 

IFN e óxido nítrico em células (Brazão et al., 2010).  
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1.2 Justificativa  

A Doença de Chagas crônica grave pode desenvolver uma intensa 

cardiopatia. A geração desta cardiopatia está associada a elevada produção de 

citocinas séricas  pró-inflamatórias como TNF-α, IFN-γ, IL-6 e CXCL12, entre outras 

(Pérez et al., 2011). A resposta inflamatória no tecido cardíaco está 

associadaàfibrose, alta produção de proteína de matriz extracelular como a 

fibronectina que participa do processo de migração de células T ativadas ao tecido 

inflamado(Savino et al., 2002; Cotta de Almeida et al., 2003. 

Citocinas como TNF-α e IL-6, por sua vez, estão relacionadas também à 

ativação do eixo HPA (Savino & Dardenne, 1995).Estudos anteriores demonstraram 

que a infecçãoaguda pelo T. cruzi estimula o eixo HPA, ativa a alta produção de 

glicocorticóide sistêmico e promove um desequilíbrio na razão glicocorticóide/ DHEA. 

O DHEA tem se mostrado como potencial candidato no tratamento da infecção 

aguda em modelos murinos, já que o tratamento com esse hormônio gerou efeito 

protetor nos modelos infectados (Caetano et al., 2011). No entanto, não exitem 

dados relativos ao papel de DHEA sobre a migração de células T e seu impacto no 

desenvolvimento da Cardite Chagásica Crônica. Sendo assim, a geração de novos 

conhecimentos relacionados aos eventos que controlam a migração de células T aos 

sítios inflamatórios durante a fase crônica da infecção, bem como sua relação com o 

sistema imunoendócrino, podem levar a novas estratégias clínicas de 

monitoramento da evolução da Doença de Chagas e o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial migratório de células T originadas de pacientes chagásicos 

crônicos com diferentes formas clínicas de cardiopatia, pela ação de citocinas e 

hormônios do eixo HPA. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar os perfis de citocinas e hormônios do eixo HPA relacionados à 

inflamação no soro dos pacientes, correlacionando com a gravidade da 

cardiopatia crônica. 

 Avaliar in locu a expressão de citocinas classicamente descritas como 

promotoras de migração celular na inflamação e sua associação com a 

expressão de fibronectina e o infiltrado inflamatório cardíaco. 

 Analisar o potencial migratório de células T sobre fibronectina e citocinas 

classicamente descritas como moduladoras do tráfego celular (CXCL12 e 

TNF-α). Em paralelo, avaliar o perfil de ativação de células T após a 

migração induzida pelos estímulos descritos. 

 Avaliar o potencial migratório de células T sob o estímulo prévio de 

hormônios do eixo HPA (DHEA e Cortisol) e seu perfil de ativação celular.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Pacientes de estudo. 

Pacientes chagásicos, em torno de 125 indivíduos (com sorologia positiva 

para T. cruzi, IgM e IgG), com idades entre 33-76 anos, sendo 45 homens e 80 

mulheres, oriundos da Província de Santa Fé – Argentina, foram divididos em quatro 

categorias: 1) sorologia positiva, com Raio-X (RX) e eletrocardiograma (ECG) 

normais - agrupados como “Indeterminados (IND)”. 2) alterações no ECG (BDASE, 

BRE, BRD, FA, HVE) e RX normal, agrupados como cardiopatas “Moderados –

(MOD)”. 3) alterações no ECG e RX foram agrupados como ¨Graves - GR¨. 4) o 

grupo controle (CT) é constituído de indivíduos normais (livres de co-morbidades 

que modificam padrões de resposta imune), pareados por idade aos pacientes 

chagásicos.Como critérios de exclusão, foram consideradas co-morbidades (co-

infecções, alergias, distúrbios hormonais) que possam influir no perfil imunológico 

dos pacientes. As amostras sanguíneas dos pacientes e indivíduos controle do 

estudo foram coletadas entre 8-10:00h a.m. para procedimentos experimentais no 

mesmo dia, e o plasma obtido via centrifugação (400 g, 30 min.) foi separado e 

conservado à -80ºC.  Sobre os aspectos legais e éticos, é importante destacar que 

todos os procedimentos descritos utilizados com o material biológico dos pacientes 

provenientes de Rosario - Argentina durante este estudo, foram avaliados e 

aprovados pelo Comitê de Bioética da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade Nacional de Rosário (UNR), (Resolução 496/2007 e ampliação 

2854/2008), sob responsabilidade do Dr. Juan Beloscar, Dr. Oscar Bottasso e da 

Dra. Ana Rosa Pérez (Instituto de Imunologia, UNR). A declaração consensual ao 

estudo e o certificado de aprovação do comitê de ética encontram-se em anexo. 

 

3.2 Perfil endócrino e de citocinas dos pacientes: 

A atividade do eixo Hipotálamo-adrenal foi avaliada através da mensuração por 

ELISA dos níveis circulantes dos hormônios cortisol, ACTH, DHEA e DHEA-sulfato, 

bem como citocinas CCL-2, IL-4, TGF-β, IFN-γ, TNF-α, IL-17, IL-6 e IL-10 do soro 

coletado previamente dos pacientes, conforme descrito anteriormente. As 
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concentrações de citocinas foram determinadas utilizando o KIT comercial de ELISA 

para as citocinas descritas (Becton Dickinson/Pharmingen, CA, USA). Os limites de 

detecção utilizados foram IFN-γ: 4.7 pg/ml; IL-6: 0.1 pg/ml; IL-17: 15 pg/ml; IL-10: 7.8 

pg/ml; TNF-α: 7.8 pg/ml; CCL-2: 7.8 pg/ml; IL-4: 2 pg/ml; e TGF-β: 7.8 pg/ml. 

Hormônios plasmáticos foram determinados por imunoensaio de 

eletroquimioluminescência (RocheDiagnostics, Switzerland) e os limites de detecção 

utilizados foram Cortisol: 2.5 ng/ml; DHEA-s: 0.1 ng/ml; As análises de creatina 

quinases no miocárdio (CK-MB) e óxido nítrico foram determinadas por teste 

colorimétrico comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).Todas as amostras foram 

processadas individualmente com duplicatas e lidas na faixa de 450nm. 

 

3.3.Separação de células mononucleares (PBMCs) de sangue periférico. 

Para avaliação de potencial migratório e citofluorimetria, foram utilizadas 

células mononucleares de sangue periférico dos indivíduos normais e chagásicos 

crônicos. Após a retirada do soro/plasma, o material sanguíneo sedimentado é 

separado por gradiente de centrifugação em solução de Ficoll-Hypaque® (10771, 

Sigma, USA). O sedimento, em torno de 10ml, é diluído 1:1 em tampão PBS 

(Phosphate Buffered Saline (P4417, Sigma, USA) à 25ºC e acondicionado 

lentamente sobre o Ficoll, na proporção de 10 ml para cada 20 ml de sangue diluído. 

O material é centrifugado à 400 g por 20 minutos em temperatura ambiente. A 

camada de células mononucleares presente na intersecção Ficoll/sangue é retirada 

lentamente através de pipetagem manual, sendo então o material lavado por duas 

vezes em PBS/Soro Bovino Fetal a 10% (300 g por 5 minutos cada)Após, o número 

de células viáveis é determinado em câmara de Neubauer® com auxílio de 

microscópio óptico e exclusão de células mortas por Azul de Trypan. 

 

3.4 Migração celular em câmaras Transwell®. 

Para avaliação do potencial migratório de PBMCs e do efeito de moléculas de 

matriz extracelular (ECM) como a Fibronectina, citocinas como TNF-α e 

CXCL12,bem como hormônios como DHEA e Cortisol foram realizados ensaios de 
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migração in vitro utilizando-se câmaras de Transwell® (Costar Corning, USA), onde 

as células coletadas foram depositadas sobre insertos específicos para cada 

estímulo descritoacima combinados ou não. As PBMCs retiradas no procedimento 

3.3, foram contadas (1x106 células por poço) e acondicionadas em câmara de 

migração vertical in vitroTranswell® (Cat. 3421, Corning, USA). Os insertos de cada 

placa foram tratados previamente com cada estímulo (Fibronectina Humana 10 

µg/mL (F2518, Sigma, USA),CXCL12 Humano 200 ng/mL (350-NS-010, R&D 

Systems, USA) por 1h na estufa à 37ºC e TNF-α humano 250 pg/mL (210-TA-100, 

R&D Systems, USA)combinado ao inserto da Fibronectina por 15 minutos). Após o 

tratamento, os mesmos insertos foram bloqueados com Albumina sérica bovina 

(A9418, Sigma, USA) por 45 minutos na estufa. Para avaliação de modulação por 

hormônios do eixo HPA, como DHEA (D09549, Sigma, USA) e Cortisol (H4001, 

Sigma, USA), as células foram previamente tratadas por 16h com concentrações 

específicas de hormônios combinados ou não (10-7, 10-8 mg/mL), sendo 

posteriormente inseridas na câmara como descrito acima sobre estímulo de 

fibronectina. As células foram então acondicionadas sobre o inserto tratado e a placa 

foi colocada em incubação na estufa à 37ºC por 4h. As células migrantes 

depositadas na parte inferior do inserto são contadas em câmara de Neubauer® e 

preparadas para os ensaios de citofluorimetria. 

3.5 Citofluorimetria 

Para avaliar o perfil de ativação, bem como a expressão de receptores 

membranares relacionados aos eventos de migração celular, PBMCs migrantes e 

não migrantes do procedimento 3.4 foram marcadas com anticorpos específicos, 

adquiridas por um Citômetro de Fluxo e os dados analisados por software 

específico. As células adquiridas foram centrifugadas (300 g por 5 minutos) e 

bloqueadas com soro normal humano AB puro (3µL por 15 minutos); foram 

adicionados então os anticorpos específicos contra moléculas humanas conjugados 

e seus isotipos controle murinos em cada poço (diluição 1:10, 10µL por 20 minutos), 

de acordo com a marcação esperada (anti humano CD4 APC  Cat. 555349, CD8 

PERCPCat. 347314, HLADR FITCCat. 555811, VLA4 PECat. 555503, CD184 

APCCat. 555976 ,IgG1 APCCat. 555751, IgG1 PERCPCat. 559425, IgG1 FITCCat. 

559532, IgG1 PECat. 554680, Becton & Dickinson, USA). A aquisição das amostras 
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foi feita utilizando citômetro de fluxo FacsARIA (Becton & Dickinson, USA), sendo a 

análise realizada com o uso do programa computacional Summit®. 

3.6 Análise histológica do infiltrado inflamatório no tecido cardíaco de 

pacientes chagásicos crônicos e indivíduos controle 

 

Amostras de tecido cardíaco post mortem de pacientes chagásicos crônicos e 

indivíduos controle foram coletadas para análise histológica do infiltrado inflamatório 

e determinação in locu de citocinas e ECM. Para análise de infiltrado, foi realizada 

coloração por hematoxilina e eosina em cortes parafinados. Na desparafinização e 

hidratação, os cortes foram incubados por 2 vezes durante 10 minutos em xilol e, 

posteriormente, levados a 3 recipientes diferentes contendo álcool absoluto durante 

2 minutos em cada; logo a seguir, os cortes foram deixados em água corrente 

durante 1 minuto. Durante a coloração, os cortes foram deixados por 10 minutos em 

hematoxilina, lavados em água corrente por 1 minuto, e incubados em solução de 

eosina por 3 minutos. Para analisar a expressão de fibronectina, CXCL12 e TNF-α 

nos cortes parafinados de tecido cardíaco, as amostras foram desparafinadas e 

hidratadas na sequência de dois banhos de xilol por 10 min e banhos de álcool 

absoluto, 95% e 70% e água destilada por 3min cada. Após, dois banhos de PBS 

por 5 min. cada. O material é imerso em tampão citrato de sódio (10mM, pH 6) e 

inserido no microondas com potência máxima, fazendo 2-3 ciclos de 5 minutos cada. 

Repetir o banho de PBS e feito o bloqueio dos receptores Fc com PBS/BSA/Soro de 

cabra 2% por 1h. Foram então aplicados os anticorpos primários purificados anti FN 

(DAKO, Cat. A045, 1:50), anti CXCL12 (Santa Cruz, Cat. SC6193, 1:20) e anti TNF-

α (Abcam, Cat . ab1793, 1:25) por 16h, e após mais dois banhos de PBS por 5 min., 

foram aplicados os respectivos anticorpos secundários, diluídos 1:400, como anti 

coelho Alexa 488 (Invitrogen, Cat A11008 ), anti cabra alexa 488 (Invitrogen, Cat. 

A11055 ) e anti camundongo Alexa 488 (Invitrogen, Cat. A11001 ) por 45 min. com 

mais duas lavagens de PBS por 5 min. cada. Após os procedimentos, as lamínulas 

foram montadas sobre as lâminas com meio de montagem Prolong Anti fade 

(Invitrogen, Cat. P36966) e analisadas em microscópio de fluorescência Zeiss Axio 

Imager A2 esoftware Axiovision Release. A quantificação da média de intensidade 

de fluorescência foi determinada com software ImageJ, através da análise de cinco 

campos aleatórios para cada marcação e grupo de estudo. 
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3.7 Análises estatísticas. 

As comparações e as análises de correlação foram efetuadas utilizando-se 

métodos paramétricos e não paramétricos. As variáveis de categoria foram 

avaliadas pelo método do qui-quadrado e probabilidade exata de Fisher. Para 

determinação das análises quantitativas, com comparação entre os grupos de 

pacientes e o controle, foram utilizados o teste One Way ANOVA, com pós teste de 

Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis. Um valor de p<0.05 será considerado 

estatisticamente significativo. 
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4 RESULTADOS 

4.1 O aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias e um 

desequilíbrio no eixo Hipotálamo-adrenal estão diretamente relacionados 

à gravidade da cardiopatia nos pacientes chagásicos crônicos. 

Para avaliar a expressão de citocinas, bem como sua correlação com a 

gravidade da cardiopatia chagásica, foram realizados inicialmente experimentos 

para verificar os níveis circulantes destas moléculas no soro de indivíduos com 

diferentes graus de comprometimento cardíaco, conforme ilustrado na figura 5. 

 

 

Figura 5. Perfil de citocinas séricas, marcador de lesão e expressão de NO nos grupos de 
estudo. Citocinas circulantes inflamatórias do soro de pacientes chagásicos estão aumentadas de 
acordo com diferentes graus de miocardite, bem como expressão de óxido nítrico. O marcador de 
lesão tecidual CK-MB permanece semelhante entre os grupos. Barras representam erro padrão de 
cada grupo. CT= indivíduos controle (n=18), IND= indeterminados (n=17), M= moderados (n=13) e 
GR= graves (n=13). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005. (Pérez AR, Berbert LR, 2011). 

 

Foi observado que, de acordo com a gravidade da doença, há um aumento 

gradual da expressão de citocinas descritas classicamente como pró-inflamatórias, 

como TNF-α, IL-6, IL-17, IFN-γ, que por sua vez modulam processos imunes 

relacionados ao recrutamento e ação local de linfócitos nos sítios inflamatórios. Por 

outro lado, citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-10 e TGF-β) também estão 

aumentadas nos grupos de pacientes. Cabe ressaltar que o marcador de lesão 

cardíaca, o CK-MB, se mantém em níveis semelhantes durante o curso da cardite. 

Visto que há correlação entre expressão de citocinas, comprometimento 
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cardíaco,bem como o envolvimento de hormônios do eixo HPA, principalmente o 

cortisol, com essa modulação, procuramos avaliar a expressão de hormônios ligados 

ao eixo Hipotálamo-adrenal (Fig. 6). 

Os hormônios ACTH (adrenocorticotrópico ou corticotropina) e o cortisol, 

mantiveram níveis séricos semelhantes ao grupo controle, porém, nos níveis de 

DHEA-s (Dehidroepiandrosterona sulfato) circulantes houve uma queda gradual 

relacionada à gravidade da doença. Essa queda, por sua vez, aumentou a razão 

cortisol/DHEA-s, causando um desequilíbrio no eixo Hipotálamo-adrenal, o que pode 

estar relacionado a eventos imunes na Doença de Chagas. 

 

 

Figura 6. Perfil endócrino sérico nos grupos de estudo. Hormônios relacionados ao eixo HPA 
(ACTH e Cortisol) em pacientes chagásicos com diferentes graus de cardiopatia se mantém em níveis 
semelhantes. A queda nos níveis de DHEA-s promove o aumento da razão cortisol/DHEA-s (UA; 
unidades arbitrárias).Barras representam erro padrão de cada grupo. CT= indivíduos controle (n=18), 
IND= indeterminados (n=17), M= moderados (n=13) e GR= graves (n=13). *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.005. (Pérez AR, Berbert LR, 2011). 

 

4.2 A migração de células Tex vivo é aumentada de acordo com a gravidade 

da cardiopatia dos pacientes chagásicos, através de diferentes estímulos. 

A migração de células T para sítios inflamatórios pode ser modulada por um 

conjunto de eventos relacionados à expressão de citocinas e ECM, entre outros. 

Para determinar a expressão in locu de citocinas e ECM classicamente descritas 
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como auxiliares no processo de tráfego celular, foi realizada análise do tecido 

cardíaco de indivíduos controle e pacientes do grupo de estudo. Durante análise 

histológica de tecido cardíaco de pacientes chagásicos, foi observado intenso 

infiltrado inflamatório, bem como aumento de expressão FN, CXCL12 e TNF-α (Fig 

7) comparados aos indivíduos controle, demonstrando que in locu, o complexo 

formado por estas moléculas pode influenciar o tráfego de células no tecido 

inflamado.Sendo assim, para corroborar com o resultado obtido na análise tecidual, 

avaliamos a resposta migratória ex vivo de células T oriundos de pacientes com 

diferentes graus de comprometimento cardíaco, sob os diferentes estímulos, 

fibronectina, CXCL12 e TNF-α, combinados ou não (Fig. 8). 

 

 

Figura 7. Análise histológica e imunofluorescência do infiltrado inflamatório no tecido cardíaco 
dos grupos de estudo. A expressão de citocinas quimiotáticas em tecido cardíaco humano de 
pacientes crônicos e indivíduos controle demosntra in locu, que estas moléculas estão co localizadas 
ao infiltrado inflamatório característico da fase crônica da infecção, podendo estar associadas ao 
influxo de células ao tecido. Imagens representativas de uma amostra por grupo. CT = controle, 
CARD = cardíacos (Moderados e Graves), HE = hematoxilina e eosina, FN = fibronectina. Aumento 
de 20X. Análise de Média de Intensidade de Fluorescência obtida na mensuração de 5 imagens por 
grupo de estudo (CT, n=1 e CARD, n=2). FN, TNF e CXCL12 marcados em verde, núcleos celulares 
em azul. 
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Figura 8. Análise do potencial migratório de PBMCs sobre estímulos quimiotáticos. Migração 
linfocitária por Transwell® sobre diferentes estímulos demonstra que o potencial migratório está 
associado à condição clínica dos pacientes e o estímulo específico. Células T foram submetidas à 
migração ex vivo mediante estímulo (FN – Fibronectina, CXCL12 e TNF-α, combinados ou não). 
Dados representativos de 4 experimentos com duplicatas, onde foram obtidos pools de células para 
cada ensaio (CT, n=3; IND, n=3; MOD, n=3, GR, n=3). Valores finais após subtração dos valores 
iniciais pelos de BSA (controle não quimiotáxico) e 5x10

5 
células iniciais de cada grupo por poço. CT= 

indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo controle, para cada estímulo. 

 

Foi observado que o estímulo dessas moléculas aumenta a resposta 

migratória de células T de maneira individual nos pacientes, principalmente os com 

maior gravidade cardíaca. Em relação às moléculas combinadas como fibronectina e 

CXCL12, e principalmente fibronectina e TNF-α (o TNF-α sozinho não estimula 

migração), há um aumento ainda maior desta resposta migratória, corroborando a 

hipótese das interações moleculares no estímulo à migração linfocitária. 

A partir da obtenção das amostras celulares (PBMCs), antes e depois dos 

ensaios funcionais para cada estímulo, foi determinada a região de análise, por 

citofluorimetria, a partir da qual a correlação entre os grupos foi avaliada (Fig. 9). 

Sendo a expressão de um dos receptores de fibronectina(integrina VLA4) e do 

receptor da quimiocina CXCL12 (CXCR4), fatores muito importantes no fluxo da 

migração celular, avaliamos também a expressão destas moléculasnas populações 

de células Totais, dentro dos grupos de estudo (Fig. 10) antes dos ensaios de 

migração, porém, nenhuma diferença significativa foi encontrada, tendo as células 

provenientes de todos os gruposo fenótipo semelhante para que seja induzido o 

sinal de adesão / migração a depender do estímulo.  
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Figura 9. Imagens representativas de tamanho e granulosidade de PBMCs obtidas dos 
indivíduos controle e grupos de pacientes chagásicos crônicos. As análises de correlação, 
expressão de marcadores e comparação entre grupos foram realizadas a partir da região selecionada 
previamente nos gráficos, determinada pelo tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de células T. 
Imagens representativas de uma amostra por grupo analisadas no software Summit® após aquisição 
no citômetro de fluxo. CT= indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e 
GR=graves. 

 

 

 

Figura 10. Perfil de expressão de CXCR4 e VLA4
high 

em células T totais. O percentual de células 
T CD3

+
CXCR4

+
 (A) e CD3

+
VLA4

HIGH+
 (B) demonstra alta expressão dos receptores para CXCL12 e 

fibronectina neste grupo celular. CT= indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e 
GR=graves.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo 
controle. 
 

4.3 As populações de células T ativadas podem ser moduladas de acordo 

com o estímulo de migração e gravidade da cardiopatia nos pacientes. 

Para avaliar o fenótipo de ativação das células T migrantes e correlacionar 

essa expressão com o percentual de influxo nos ensaios de migração ex vivo, foi 

analisada a expressão do marcador HLADR+VLA4+ nas células T antes e após 

migração, nos diferentes grupos. Como demonstrado na figura 11, na avaliação do 

número de células T dentro das PBMCs obtidas, não houve diferenças significativas 

entre o percentual de células TCD4 e CD8 entre os grupos. Já na análise de 
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moléculas definidas como marcador de ativação antes da migração, há uma 

tendência biológica de aumento gradual do percentual destas células dentro da 

população de células TCD4 entre os pacientes em relação aos controles e, na 

população de linfócitos CD8 a diferença no percentual das células HLADR+VLA4+ 

em relação ao controle, é bastante significativa, corroborando o fato de que as 

células destes grupos já estariam previamente sensibilizadas pela infecção crônica. 

 

 

Figura 11. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 antes da migração ex vivo. Percentual 
de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de células T HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação 

demonstra aumento dstes grupos celulares de acordo com a gravidade dos grupos de estudo. CT= 
indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo controle. 

 

A partir da obtenção de células migrantes após os ensaios funcionais, sob o 

efeito de cada estímulo pré-determinado na figura 8, analisamos o percentual de 

INPUT das populações de células TCD4 e CD8, e também das células destas 

subpopulações que expressam o fenótipo de ativação HLADR+VLA4+. Foi observado 

que o estímulo da fibronectina (Fig. 12), não induz diferenças entre os percentuais 

de INPUT das subpopulações de células TCD4 e CD8, porém há um pequeno 

aumento de células CD4 ativadas dentro dos grupos de pacientes em relação ao 

grupo controle, e uma diferença significativa de células CD8 ativadas dentro dos 

grupos cardíacos (moderados e graves) em relação ao controle, corroborando dados 
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anteriores que demonstram a importância das células T CD8 na progressão da 

cardiopatia chagásica. Já nas células estimuladas pela quimiocina CXCL12 (Fig. 13), 

evento semelhante entre as subpopulações se mantém, demonstrando também a 

tendência de aumento de percentual de células T CD4 e CD8 ativadas dentre os 

grupos de pacientes. 

 

 

Figura 12. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 após migração ex vivo com estímulo de 
fibronectina. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % deINPUT de células T 
HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação após migração com estímulo de FN (fibronectina) 

demonstram que há modulação das subpopulações de células T ativadas de acordo com os grupos 
de estudo. CT= indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; 
**p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo controle. 
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Figura 13. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 após migração ex vivo com estímulo de 
CXCL12. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de INPUT de células T 
HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação após migração com estímulo de CXCL12 demonstram 

que há modulação das subpopulações de células T ativadas de acordo com os grupos de estudo CT= 
indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo controle. 

 

No estímulo combinado entre a fibronectina e CXCL12 (Fig. 14), seria 

esperado um aumento tanto no potencial migratório quanto nas diferenças 

percentuais entre as subpopulações e seus perfisfenotípicos de ativação, porém, 

assim como nos estímulos em separado, somente foi observada um pequeno 

aumento nos percentuais de INPUT entre as subpopulações e seu fenótipo de 

ativação, sendo interessante observar que nesse estímulo combinado, o influxo de 

células T CD4 é pouco maior no grupo de pacientes graves em relação aos 

controles, mas em números menores que das células T CD8. 
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Figura 14. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 após migração ex vivo com estímulo de 
fibronectina e CXCL12. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) e CD8 (B), bem como % de INPUT 
de células T HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação após migração com estímulo de FN 

(fibronectina) combinado com CXCL12 demonstram que há pouca modulação das subpopulações de 
células T ativadas de acordo com os grupos de estudo. CT= indivíduos controle, IND= 
indeterminados, MOD= moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p 
analisados em comparação com grupo controle. 

 

Classicamente, a citocina TNF-α por si só não estimula a migração, porém, 

quando associada a outras moléculas, e no contexto da migração celular, 

àfibronectina, pode gerar um aumento significativo tanto no potencial de migração de 

PBMCs quanto influenciar no percentual de influxo de linfócitos ativados (Fig. 15). 

Células T CD8 ativadas, como descrito nos resultados anteriores, tendem a migrar 

em maior porcentagem em relação às células T CD4 ativadas, gerando uma 

diferença significativa entre o grupo cardíaco, formado por moderados e graves, e o 

grupo controle, determinando assim que essa associação de moléculas é importante 

na migração funcional dos linfócitos bem como na sua ativação. 

Todos os estímulos descritos neste conjunto de resultados são importantes 

indutores do trânsito de células aos sítios inflamatórios, porém, sistemicamente há 

outros estímulos, principalmente hormonais, que poderiam modular os eventos de 

migração agindo sobre células do sistema imune, como cortisol e DHEA, conforme 

descrito a seguir. 
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Figura 15. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 após migração ex vivo com estímulo de 
fibronectina e TNF-α. Percentual de INPUT de células CD4 (A) e CD8 (B), bem como % deINPUT de 
células T HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação após migração com estímulo de FN 

(fibronectina)combinado com TNF-α demonstram que há modulação das subpopulações de células T 
ativadas de acordo com os grupos de estudo. CT= indivíduos controle, IND= indeterminados, MOD= 
moderados e GR= graves.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparação 
com grupo controle. 

 

4.4 Hormônios relacionados ao eixo HPA podem modular a migração de 

PBMCs de indivíduos controle e cardíacos de acordo com suas 

concentrações. 

Considerando também uma possível modulação de hormônios do eixo 

Hipotálamo-adrenal (DHEA e cortisol) sobre os eventos migratórios, foi também 

avaliado o potencial de migração das células T dos indivíduos controlee cardíacos 

(moderados e graves), tratados previamente com DHEA e cortisol, sobre 

fibronectina(Fig. 16), baseado no desequilíbrio resultante destes dois hormônios 

durante a fase crônica da Doença de chagas, como demonstrado na figura 6. 

Observamos que a migração linfocitária ex vivo pode ser modulada por estímulos 

hormonais, em diferentes concentrações, tanto em indivíduos controle, como nos 

cardíacos. Foi observado um aumento do potencial migratório das PBMCs de 

indivíduos controle após o tratamento hormonal, principalmente quando há 
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diminuição da concentração de DHEA, bem como com a combinação entre o mesmo 

e o Cortisol, corroborando com o fator biológico do aumento da razão entre cortisol e 

DHEA em pacientes cardíacos que poderia incrementar o potencial migratório 

destas células ao sítio inflamatório. Também interessante, dentro do grupo cardíaco, 

é que foi observado um aumento significativo desse potencial migratório com 

tratamento hormonal, mesmo estas células já sendo previamente sensibilizadas 

pelas concentrações fisiológicas sistêmicas destes hormônios durante a infecção 

crônica destes pacientes, o que demonstra que os linfócitos poderiam ser reativados 

/ sensibilizados em uma nova apresentação a esses hormônios in vitro. 

 

 

Figura 16. Análise do potencial migratório de PBMCs após pre tratamento com hormônios 
relacionados ao eixo HPA. Pools de PBMCs de cada grupo (n = 3-4 amostras / grupo) foram 
submetidos à migração ex vivo mediante estímulo de fibronectina pós-tratamento hormonal por 16h 
em cultura com DHEA e cortisol, demonstrando que a há modulação da migração pelo contato das 
células T com os hormônios em cultura prévia. Dados representativos de um experimento com três 
diferentes amostras (pools) de indivíduos controle (CT) em A e pacientes cardíacos (CARD – 
moderados e graves) em B. Pre tratamento com diluente Etanol (ET) como controle, Cortisol (C) e 
DHEA (D), em suas respectivas concentrações (mg/ml). 5x10

5
 células iniciais de cada grupo por 

poço. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em comparação com grupo controle em 
etanol, para cada estímulo / concentração. 

 

Para avaliar o percentual de INPUT das subpopulações de células TCD4 e 

CD8 e se sua ativação poderia ser afetada pelo tratamento hormonal, a expressão 

destes marcadores foi analisada após os ensaios funcionais de modulação 

imunoendócrina.  

Após o tratamento hormonal em diferentes concentrações associado ao 

estímulo de fibronectina, não há diferenças no INPUT de células CD4 e CD8 (Fig. 

17), porém, um detalhe interessante é que neste aspecto, a subpopulação de células 

CD4 tende a migrar mais, quando comparada ao grupo CD8. Porém, com o pré-

tratamento hormonal, houve uma purificação destas subpopulações, já que as 

-7

ET 1
0

-7

C
 1

0
-7

D
 1

0
-8

D
 1

0
-7

D
 1

0

-7

C
 1

0

-8

D
 1

0

-7
 

C
 1

0

0

5

10

15

20

25

C
É

L
U

L
A

S
 X

 1
0

4

-7

ET 1
0

-7

C
 1

0
-7

D
 1

0
-8

D
 1

0
-7

D
 1

0

-7

C
 1

0

-8

D
 1

0

-7
 

C
 1

0

0

10

20

30

40

*

**
C

É
L

U
L

A
S

 X
 1

0
4

A B

*
**

*
*



35 

PBMCs acondicionadas em cultura tendem a se separar em populações mielóides, 

mais aderentes, daslinfóides, proporcionando uma maior porcentagem de linfócitos 

para a realização do experimento. Em relação ao INPUT de células ativadas destes 

grupos, há diferença entre as células do grupo cardíaco e o controle, principalmente 

quando comparada a subpopulação CD8, demonstrando uma possível correlação 

entre a combinação e a concentração dos hormônios do eixo HPA, a associação 

com a fibronectina e o influxo de células T CD8 reativas ao sítio inflamatório. 

 

 

Figura 17. Perfis populacionais de células T CD4 e CD8 após migração ex vivo e pré tratamento 
de hormônios do eixo HPA. Percentual de INPUT de célulasCD4 (A) eCD8 (B), bem como % de 
INPUT de células T HLADR

+
VLA4

+
 dentro de cada subpopulação após migração com estímulo de FN 

(fibronectina) após pre tratamento com hormônios. Etanol (ET) como controle, Cortisol (C) e DHEA 
(D), em suas respectivas concentrações.*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005; Valores de p analisados em 
comparação com grupo controle em etanol, para cada estímulo / concentração. Barras claras = 
indivíduos controle (CT), e barras escuras = pacientes cardíacos moderados e graves (GR). 

 

Em conjunto, os dados referentes ao estímulo combinado de moléculas de 

matriz extracelular, citocinas e hormônios e o aumento do potencial migratório de 

células T durante a infecção chagásica crônica, demonstram que a associação entre 

estas moléculas pode promover uma possível rota na evolução da cardiopatia 

chagásica, a partir do influxo de células T. 
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5 DISCUSSÃO 

Os dados apresentados neste trabalho demonstram uma intensa relação 

entre expressão de citocinas/quimiocinas, desequilíbrio hormonal no eixo 

Hipotálamo-adrenal e evolução da gravidade da cardiopatia na Doença de Chagas 

Humana. Trabalhos prévios do nosso grupo (Corrêa-de-Santanaet al., 2006; 

Smaniotto et al., 2010), bem como do grupo de colaboração deste projeto (Pérez et 

al., 2011 e 2012; Roggero et al., 2012) já demonstraram que, em modelo murino, há 

uma modulação sistêmica destes eventos envolvendo hormônios, 

quimiocinas/citocinas e moléculas de matriz extracelular, o que corrobora os dados 

aqui apresentados, e relativos a pacientes chagásicos. 

No primeiro conjunto de dados apresentados e já publicados deste trabalho 

(Pérez et al., 2011), foi demonstrada uma intensa correlação entre a expressão de 

citocinas relacionadas à respostas inflamatórias (TNF, IFN, IL-6, IL-17) e a gravidade 

da cardiopatia nos grupos de pacientes. Estas citocinas,por sua vez modulam 

processos imunes relacionados ao recrutamento e ação local de linfócitos nos sítios 

inflamatórios, conforme descrito em trabalhos do nosso e outros grupos, 

principalmente em modelo murino na fase aguda da doença.  Por outro lado, houve 

aumento paralelo na produção de IL-10 e IL-4 no curso da cardite crônica, que não 

demonstrou ser suficiente para uma polarização de perfis Th1 para Th2. Cabe 

ressaltar que o marcador de lesão cardíaca, o CK-MB, se manteve em níveis 

semelhantes durante o curso da cardite, mesmo que através dos exames clínicos de 

Raios X e Eletrocardiograma tenham sido apresentadas disfunções no 

funcionamento cardíaco. Evento semelhante foi descrito por Okamoto (2014), onde 

foram avaliados diversos biomarcadores de comprometimento cardíaco em infecção 

chagásica, e CK-MB também manteve níveis semelhantes entre os grupos 

cardíacos. 

Para correlacionar a produção de citocinas, a gravidade cardíaca e a 

modulação do processo por hormônios do eixo HPA, foram analisados os níveis 

destas moléculas no soro dos diferentes grupos de pacientes bem como nos 

indivíduos controle. Foi observado que os hormônios ACTH e o cortisol, mantiveram 

níveis séricos semelhantes ao grupo controle, porém, nos níveis de DHEA-s 

circulantes houve uma diminuição gradual relacionada à gravidade da doença. Essa 

diminuição, por sua vez, aumentou a razão cortisol/DHEA-s, causando um 
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desequilíbrio no eixo Hipotálamo-adrenal, o que pode estar relacionado a eventos 

imunes na Doença de Chagas. A ativação do eixo HPA, somada à expressão de 

cortisol, normalmente induz à produção de DHEA e DHEA-s, que estão envolvidos 

em mecanismos imunomodulatórios, por exemplo, na diminuição dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-2, IL-6 e IFN-γ(Yen et al., 2001; Knoferl et al., 

2003; Straub et al., 2002), bem como, em paralelo com o cortisol, induzir efeitos 

deletérios no organismo conforme previamente descrito, porém, esses mecanismos 

ainda não estão bem elucidados (Hazeldine et al., 2010), Nosso grupo demonstrou 

em 2011 a primeira correlação entre razão cortisol / DHEA-s e o comprometimento 

cardíaco na Doença de Chagas, e o mesmo evento está envolvido em outras 

infecções como tuberculose e AIDS (Bozza et al., 2007; Chittiprol et al., 2009). 

Interessante ressaltar que apesar dos níveis séricos de cortisol serem altos, porém 

semelhantes entre os grupos, não pareceu haver correlação com a alta expressão 

de citocinas pró inflamatórias. Alterações no eixo HPA já foram demonstradas 

durante a fase aguda da infecção em camundongos (Corrêa-de-Santanaet al., 

2006), principalmente no contexto da alta liberação de glicocorticoides, cujo bloqueio 

na fase aguda promoveu um intenso processo inflamatório, aumentando a letalidade 

no modelo (Roggero et al., 2006; Pérez et al., 2007). Correlacionando com a 

expressão de citocinas observada no resultado anterior, a diminuição da produção 

de DHEA-s nos pacientes cardíacos está diretamente relacionada ao aumento de 

TNF-α, já que seu bloqueio durante o tratamento em doenças autoimunes resultou 

na alta da produção do hormônio DHEA-s (Ernestam et al., 2007). A alta produção 

de citocinas pró-inflamatórias, por sua vez, poderia restringir alguns eventos do eixo 

HPA, bloqueando os efeitos estimulatórios do ACTH sobre as glândulas pituitária e 

adrenais (Vankelecom et al., 1990; Gaillard et al., 1990; Jaattela et al., 1991). Sendo 

assim, a diminuição relativa da ação anti-inflamatória do cortisol poderia estar 

relacionada com o desequilíbrio nos processos inflamatórios envolvidos em danos 

ao miocárdio e modulação de um perfil Th1 e Th17 durante a fase crônica da doença 

em pacientes.  



39 

 

Figura 18. Mecanismos que sugerem uma regulação neuroimunoendócrina anormal em 
pacientes chagásicos crônicos. Altos níveis circulantes de citocinas pro-inflamatórias derivadas da 
infecção associadas ao desbalanço na produção de hormônios do eixo HPA (↑Cortisol/DHEA) podem 
favorecer a gênese da miocardite crônica (Adaptado e modificado a partir de Pérez AR, Berbert LR, 
2011). 
 

Determinadas as primeiras análises de perfil inflamatório e endócrino nos 

grupos de estudo, e procurando correlacionar estes perfis e a migração celular ao 

miocárdio e à progressão da gravidade nos modelos, foi avaliado o potencial 

migratório de linfócitos sobre estímulos classicamente descritos no fluxo de células e 

uma possível modulação imunoendócrina sobre o processo. Primeiramente, 

conforme observado nos resultados de migração ex vivo, a presença de estímulos 

quimiotáxicos como fibronectina e CXCL12, combinados ou não, já aumentam a 

resposta migratória de linfócitos de pacientes chagásicos, e o mesmo efeito foi 

demonstrado em modelo murino, na migração de timócitos, demonstrando o 

complexo molecular que modula a migração (Savino et al., 2002; Savino et al., 2004; 

Cotta de Almeida et al., 2003; Mendes da Cruz et al., 2006). Esses dados também 

estão relacionados com a expressão dessas moléculas no tecido cardíaco, in locu, 

de pacientes chagásicos, e da expressão de CXCR4 e VLA4, receptores de 

fibronectina e CXCL12, observada nos linfócitos dos diferentes grupos, 

demonstrando que estas células já apresentam um fenótipo prévio que possibilita o 

aumento do seu potencial migratório, correlacionado com a expressão das 

moléculas alvo no tecido. Cabe ressaltar que outras moléculas de matriz extracelular 



40 

associadas à fibronectina, como a laminina, podem estar participando destes 

eventos, tanto por ser uma proteína que também é altamente expressa durante a 

infecção causando fibrose e remodelamento de ECM no tecido cardíaco 

(Magalhães-Santos et al., 2002; Garzoni et al., 2008; Calvet et al., 2009), facilitando 

a interação do parasita na célula (Mattos et al., 2012; Nde et al., 2012), quanto 

participando do fluxo de linfócitos durante processos autoimunes em modelo murino 

infectado (Silva-Barbosa et al., 2000). A combinação da fibronectina com TNF-α, que 

por sua vez é altamente expresso nos pacientes cardiopatas (Pérezet al., 2011; 

Pissetti et al., 2011; Rocha-Rodrigues et al., 2012; Dutra et al., 2014), induz a um 

aumento ainda maior na resposta migratória destes linfócitos, demonstrando mais 

uma vez a intensa relação entre a expressão de citocinas e outras moléculas muito 

presentes nos eventos de migração celular em infecções, e proteínas de ECM como 

a fibronectina, principalmente na Doença de Chagas humana, conforme 

demonstrado nos resultados iniciais deste trabalho. 

O influxo de subpopulações de células T CD4 e CD8 é um delineador de 

evolução da fisiopatologia desta infecção, porém, em pacientes crônicos, a 

proliferação de linfócitos é menor, comparada aos pacientes agudos e indivíduos 

controle em resposta a moléculas do parasita, bem como sua capacidade de 

ativação (Giraldoet al., 2013; Longhi et al., 2014), e, também nesse contexto, 

linfócitos B produtores de IL-10 estariam participando dos processos 

imunoregulatórios com outros linfócitos (Fares, 2013). A molécula co estimulatória 

HLA-DR tem sido descrita como marcadora de ativação de células T humanas e está 

associada aos fenótipos descritos em pacientes chagásicos para células efetoras 

(Giraldoet al., 2011) e reguladoras (Araújo et al., 2007). Além disso, esta molécula 

está associada ao background genético que pode conferir resistência à infecção 

chagásica em pacientes (Faéet al., 2000; Nieto et al., 2000; Del Puerto et al., 2012 e 

2013). No mesmo contexto, a expressão da integrina VLA-4 em linfócitos foi descrita 

como marcador de evolução clínica em pacientes com miopatia, como Distrofia 

Muscular de Duchenne (Pinto Marizet al., 2010; Barthélémy et al., 2014). Estas duas 

moléculas associadas, e sua expressão em linfócitos, tendem a ser um marcador 

clássico de ativação e evolução clínica em pacientes chagásicos que por sua vez 

potencializam a migração e ação efetora dos linfócitos no sítio inflamatório. 

As PBMCs circulantes derivadas dos diferentes grupos deste estudo possuem 

subpopulações semelhantes de células T CD4 e 8, e, no percentual de células T 

ativadas (HLADR+VLA4+), houve diferenças entre os grupos de pacientes em 
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relação aos indivíduos controle, corroborando com dados deste trabalho com outros 

grupos que demonstraram que células T ativadas estão presentes em pacientes, 

mesmo com a resposta proliferativa reduzida (Piedras et al., 1997; Giraldo et al., 

2013; Longhi et al., 2014). Após análise do potencial migratório sobre diferentes 

estímulos quimiotáticos, foram observadas modulações nos percentuais de INPUT 

de células T CD4 e 8. O estímulo da proteína fibronectina, além de promover o 

influxo de células nos ensaios in vitro (por ser altamente expressa no tecido cardíaco 

mediante infecção chagásica) pode também estimular a expressão da integrina 

VLA4, e, como observado nos resultados deste trabalho, houve uma tendência do 

aumento do marcador de ativação HLADR+VLA4+ na subpopulação de linfócitos 

CD4, mas com diferenças significativas de células T CD8 entre os grupos de 

pacientes em relação aos controles, demonstrando uma possível correlação entre a 

expressão de um importante fator potencializador de migração e adesão celular (FN) 

com o tráfego de uma subpopulação linfocitária (CD8) que por sua vez é relacionada 

aos danos teciduais durante o processo inflamatório.  Já na migração ex vivo de 

células estimuladas pela quimiocina CXCL12, que também é altamente expressa em 

sítios inflamatórios, a frequência populacional se mantém semelhante entre as 

subpopulações, demonstrando também o aumento de percentual de células T CD4 e 

CD8 ativadas dentre os grupos de pacientes. Classicamente, a citocina TNF-α por si 

só não estimula a migração, e cabe destacar que não existem estudos 

sistematizados que estabeleçam uma relação entre os níveis de expressão de 

mediadores quimiotáticos combinados com a expressão de moléculas de matriz 

extracelular e evolução clínica na doença. Porém, quando o TNF-αestá associado à 

fibronectina, pode gerar um aumento significativo tanto no potencial de migração de 

PBMCs quanto influenciar no percentual de influxo de linfócitos ativados, conforme 

observado nos dados deste trabalho e outros do grupo (Berbertet al., 2012; Berbert 

et al., 2014 – manuscrito em preparação). Células T CD8 ativadas, como descrito 

nos resultados anteriores com fibronectina e CXCL12, tendem a migrar em maior 

porcentagem em relação às células T CD4 ativadas, gerando uma diferença 

significativa entre o grupo cardíaco, formado por pacientes moderados e graves, e o 

grupo controle, determinando assim que essa associação de moléculas é importante 

na migração funcional dos linfócitos bem como na sua ativação, já que a fibronectina 

facilita o tráfego celular pelo tecido e o TNF-α é um potente sinalizador para células 

T, conforme já demonstrado em trabalhos do nosso grupo em migração timocitária 

em modelo murino (Pérez et al., 2012) e pacientes chagásicos (Kroll-Palhares, 
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2008). Tomados em conjunto, os dados observados na migração de linfócitos in vitro 

estimulada por fatores potencializadores do evento, como fibronectina, CXCL12 e 

TNF-α, demonstram que estas moléculas promovem um maior tráfego de 

subpopulações linfocitárias ao sítio inflamatório, principalmente de células TCD8 

citotóxicos, que persistem na resposta crônica ao antígeno parasitário, 

possivelmente contribuindo para a gravidade dos danos teciduais nessa situação 

(Berbertet al., 2012; Morrot et al., 2012; Silverio et al., 2012; Berbert et al., 2014 – 

manuscrito em preparação). 

Considerando também a modulação de hormônios do eixo Hipotálamo-

adrenal sobre os eventos migratórios, foi também avaliado o potencial de migração 

das células T dos indivíduos controle e cardíacos (moderados e graves) cultivados 

previamente com DHEA e cortisol sobre fibronectina, baseado no desequilíbrio 

resultante destes dois hormônios durante a fase crônica da Doença de Chagas 

(Pérez et al., 2011). A migração linfocitária ex vivo pôde ser modulada por estímulos 

hormonais, em diferentes concentrações, tanto em indivíduos controle, como nos 

cardíacos e foi observada uma tendência de aumento do potencial migratório das 

PBMCs de indivíduos controle após o tratamento hormonal, principalmente quando 

há diminuição da concentração de DHEA, bem como com a combinação entre o 

mesmo e o Cortisol, corroborando com o fator biológico do aumento da razão entre 

cortisol e DHEA observado em pacientes cardíacos chagásicos (Pérez et al., 2011), 

bem como com malária (Libonati et al., 2006). O estresse causado pelas 

concentrações de cortisol no sistema promove desequilíbrio em eventos de 

migração e diferenciação celular, principalmente no timo, órgão gerador de linfócitos 

(Pérez et al., 2012; Lepletier et al., 2012, 2013 e 2014). Também interessante, 

dentro do grupo cardíaco, onde foi observado um aumento significativo desse 

potencial migratório com tratamento hormonal, mesmo estas células já sendo 

previamente sensibilizadas pelas concentrações fisiológicas sistêmicas destes 

hormônios durante a infecção crônica destes pacientes, o que demonstra que os 

linfócitos poderiam ser reestimuladospor esses hormônios in vitro, aumentando seu 

potencial migratório, porém, não há dados na literatura que associem estes eventos 

ao aumento do tráfego de linfócitos em infecções, porém, nossos dados 

demosntraram uma tendência de influxo de células T CD8 ativadas após os 

estímulos hormonais, corroborando resultados já descritos neste trabalho e 

aumentando a importância da combinação de um fator promotor de migração celular 

como a fibronectina com a modulação imunoendócrina observada nos pacientes. 
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6 CONCLUSÃO 

A alta expressão de citocinas pró-inflamatórias relacionadas à gravidade da 

cardiopatia, bem como o desequilíbrio na razão cortisol/DHEA neste mesmo 

contexto, podem ser considerados um delineador da evolução clínica da Doença de 

Chagas, mesmo sabendo que há uma relação de causa e efeito entre os eventos 

que ainda não foi bem estabelecida devido ao imenso número de variáveis a serem 

analisadas na fisiopatologia da doença. 

Tomados em conjunto, os fatores apresentados neste trabalho, 

demonstraram uma intensa relação entre os sistemas imune e endócrino, 

principalmente entre o conjunto de moléculas já classicamente descritas como 

quimiotáticas, como FN, CXCL12, e TNF-α e os hormônios do eixo HPA, como 

DHEA e Cortisol (Fig. 19) e a migração de células T com fenótipo de ativação. O 

conhecimento sobre a interação destas moléculas nos eventos de migração 

linfocitária na Doença de Chagas crônica humana pode levar a uma possível 

intervenção terapêutica sobre o potencial migratório dos linfócitos ao tecido cardíaco 

infectado, modulado pelo tratamento hormonal com DHEA. 

 

 

Figura 19. Esquema representativo das conclusões observadas do trabalho de tese. O 
esquema demonstra que interações imunoendócrinas entre citocinas pró-inflamatórias, proteína de 
matriz extracelular e hormônios do eixo HPA podem aumentar o potencial migratório de células T ao 
sítio de inflamação, promovendo uma possível via de geração de cardiopatia chagásica. 

TNF-α e CXCL12 

FN

CORTISOL / 

DHEA

CXCR4

HLA DR

VLA4
INDETERMINADO – MODERADO – SEVERO 
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7 PERSPECTIVAS 

Nos resultados de avaliação funcional de estímulos migratórios, há 

necessidade de outras combinações entre as moléculas determinadas para o 

estudo, como por exemplo, associação entre fibronectina, TNF-α e CXCL12 bem 

como outras que sejam classicamente envolvidas no mesmo estímulo, como a 

laminina. Dentro desse mesmo contexto, a atividade migratória diferenciada de 

subpopulações de células TCD4 e CD8, deveria ser avaliada a partir de uma seleção 

e separação prévia destes grupos de células, comparando, de maneira mais 

substancial, as diferenças funcionais entre as mesmas. Ensaios de migração 

transendotelial com estímulos produzidos por células de tecido cardíaco infectadas 

por T. cruzi também demonstrariam um melhor modelo sistêmico in vitro para 

determinação da influência deste complexo de moléculas. 

No mesmo contexto descrito na avaliação funcional de estímulos migratórios, 

há perspectiva da análise da modulação por hormônios do eixo HPA, e sua relação 

com citocinas, avaliando diferentemente as subpopulações de linfócitos, com pré-

tratamento dos hormônios previamente descritos e suas concentrações, somado aos 

outros estímulos moleculares relacionados ao projeto, como fibronectina, CXCL12, 

TNF-α e suas combinações, bem como bloqueio dos receptores hormonais. 

Para relacionar a expressão das citocinas inflamatórias e ECM descritas no 

projeto, entre outras, também são necessárias avaliações de co-localização destas 

moléculas no tecido cardíaco via imunofluorescência. O resultado poderia 

determinarin locu, que a expressão destas moléculas, associadas a outras citocinas 

e ECM, está associada à formação de infiltrado inflamatório de células T. 
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9 ANEXOS 
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9.1 DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO CEDIDA AOS PACIENTES DO 

PRESENTE ESTUDO DE COLABORAÇÃO FIOCRUZ – UNIVERSIDADE 

NACIONAL DE ROSARIO. 
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9.2 FICHA CLÍNICA DOS PACIENTES DE ESTUDO (FRENTE E VERSO) COM 

AVALIAÇÃO DO CARDIOLOGISTA RESPONSÁVEL. 
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9.3 8.3 DECLARAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA PARA USO DE AMOSTRAS DE 

PACIENTES DO ESTUDO 
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