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RESPOSTA PROLIFERATIVA DAS CÉLULAS T CONTRA A 
CRUZIPAINA NA CARDIOPATIA CHAGÁSICA CRÔNICA

Roberto C. Pedrosa, Edson A Saad, Julio Scharfstein e 
Alexandre Morrot Lima

A natureza dos antigenos do T. cruzi, bem como dos fatores do hospedeiro que 
contribuem para a cardiopatia chagãsica tem sido intensamente investigada nestes 
últimos anos. Nesse contexto, a caracterização func iona l das populações de linfócitos T  
reativos na fa se  crônica da doença é particularmente relevante. No presente trabalho, 
pretende-se analisar a resposta proliferativa de células mononucleares de sangue 
periférico de pacientes acometidos com a fo rm a  cardíaca da doença de Chagas. Os 
estudos se restrigem à cruzipaina, a cisteíno-protease majoritária do T. cruzi, um a  
glicoproteína altamente irnunogênica em pacientes chagãsicos. Utilizando o índice de 
estimulação (IE) das culturas de células mononucleares como critério de avaliação de 
reatividade celular, analisamos 24 individuos: doadores normais (n = 8), cardiopatas 
não-chagãsicos (n  = 8) e card iopa tas chagãsicos crônicos (n  = 8) sem  outras  
associações mórbidas. Pela análise de variância observou-se que os IE dos pacientes 
chagãsicos são significativamente mais altos do que o valor observado nos demais 
grupos (p = 0,0001) enquanto o teste de comparações múltiplas de Tukey revelou que a 
média do IE dos individuos normais e cardiopatas não-chagãsicos não difere 
significativamente entre si. Nossos estudos indicam que a resposta dos linfócitos T, face  
à cruzipaina, está exclusivamente associada ã doença de Chagas. A  anãlise do 
repertório de epitópos T  da cruzipaina e do padrão funciona l de reatividade (Thl/Th2) 
de linfócitos T de sangue periférico estã sendo presentemente conduzida. Em vista da  
abundante expressão de cruzipaina presente em amastigotas, é possível que linfócitos T  
anticruzipaina participem das reações inflamatórias associadas com a cardiopatia 
chagãsica. A caracterização destas subpopulações poderá oferecer possíveis subsídios 
para a identificação de marcadores de cardiopatia chagãsica.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Cardiopatia chagãsica crônica. Cruzipaina. 
Doença de Chagas. Linfócito T.

A d o en ça  de Chagas é endêm ica no 
co n tin en te  A m ericano (Am érica do Sul e 
Central) a tal ponto de que estimativas da 
Organização Mundial de Saúde apontam que 
en tre 16 a 18 m ilhões de p esso as estão  
infectados pelo Trypanosoma cruzi e que 
m ais d e  90 m ilh õ e s  e s tã o  so b  r is c o  de  
contaminação14 22 24 2S. Estudos epidemiológicos 
feitos no Brasil indicam que 8 a 9 milhões de 
habitantes de zonas endêmicas estão infectados,
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d o s  q u a is  20% a p r e s e n ta m  a l te ra ç õ e s  
eletrocardiográficas compatíveis com lesões 
miocárdicas especificas da cardiopatia chagásica 
crônica (CCC)47. Segundo Dias12 mesmo que a 
doença fosse e rrad icada hoje, teríam os, 
p o r mais de 30 anos, m ilhares de pac ien tes 
n e c e s s i t a n d o  d e  c u i d a d o s  m é d ic o s ,  
principalmente na forma crônica cardíaca. E 
esta continua sendo a forma de apresentação 
da doença de Chagas mais controvertida no 
que se refere à sua patogenia.

Um número crescente de trabalhos, com 
utilização de métodos variados de exames, 
vem reconhecendo a presença de anomalias 
cardíacas em expressiva percentagem de casos 
ditos “indeterminados”9 11 27 30. Assim, Lopes e 
cols23, em um estudo histológico, compararam 
corações de pacientes chagãsicos que faleceram 
s ú b ita m e n te  co m  o u tro s  fa le c id o s  p o r  
insuficiência cardíaca congestiva. Concluíram 
que qualitativamente o processo é semelhante 
porém , quan tita tivam en te  d iferen tes. Estas
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lesões são caracterizadas fundamentalmente 
p o r  fo c o s  d e  i n f i l t r a d o  in f l a m a tó r io  
mononucleares no miocárdio. Carrasco-Guerra 
e cols6, estudando biópsias endomiocárdicas 
de pacientes chagásicos crônicos nas diversas 
form as clínicas, observaram  que 60% dos 
pacientes sem qualquer evidência de disfunção 
m io c á rd ic a  a p re s e n ta v a m  a l te ra ç õ e s  à 
microscopia óptica, eletrônica e histoquímica. 
Houve maior incidência e gravidade de lesões 
nos grupos com alterações eletrocardiográficas. 
P ereira B arreto e co ls31, m ostraram  que o 
in filtrado  inflam atório  esteve p resen te  em 
cerca de 65% das biópsias endomiocárdicas 
dos pacientes com alterações eletrocardiográficas 
(com ou sem insuficiência cardíaca congestiva) 
e em  37%  d o s  p a c i e n t e s  n a  fo r m a  
indeterminada. Higuchi e cols19, procurando 
caracterizar mais detalhadamente o aspecto de 
atividade da miocardite (linfócitos intimamente 
acolados ao sarcolema das fibras cardíacas) 
destes g rupos de pac ien tes chagásicos, 
constataram que a miocardite em atividade era 
mais freqüente e mais acentuada no grupo 
com insuficiência cardíaca congestiva (92%), 
segu indo-se  o g rupo  sem  insuficiência 
cardíaca (62%) sendo rara e discreta na forma 
indeterminada (15%)). Relatos recentes de 
estudos clínicos reforçam a natureza progressiva 
da cardiopatia chagásica crônica10 13 29.

Todos esses achados fornecem  fortes 
evidências de que a inflamação com agressão 
às fibras cardíacas tem papel fundamental na 
evolução da cardiopatia chagásica crônica e na 
descompensação cardíaca. A evolução clínica 
da do en ça  seria reflexo  de um a contínua 
progressão da destruição de fibras cardíacas. O 
in filtrado  in flam atório  não  rep resen ta  um a 
agressão adicional, como admitido no passado, 
m as sim  um  e le m e n to  e s s e n c ia l  p a ra  o 
processo de destruição das fibras miocárdicas 
através possivelmente do mecanismo de auto- 
imunidade33 36 ou reação de hipersensibilidade 
mediada por células, atuando paralelamente a 
partir de um estímulo originado pela presença 
do parasita2 3 8 16 19 20 36.

O s m e c a n i s m o s  e n v o l v i d o s  n o  
desenvolvimento das lesões cardíacas contudo 
a inda não  são com pletam en te  conhecidos. 
Entre ou tras possib ilidades, considera-se 
p la u s ív e l  q u e  p e r tu b a ç õ .e s  n o  s is te m a  
imunológico causadas pela interação entre o 
parasita e o hospedeiro possam promover 
lesões miocárdicas.

Ao longo dos últimos anos, vários antígenos 
do Ttypanosoma cruzi foram caracterizados.

E n tre  e s te s ,  a c ru z ip a in a  ( fo rm a  n a tiv a  
purificada da cepa Y epimastigota)37 38 destaca- 
se pela intensidade das reações humorais e 
c e lu la re s 3 26 q u e  p ro v o c a  em  p a c ie n te s  
chagásicos. Em estudo recente, a atividade 
bioquímica e a estrutura parcial deste antígeno 
foram descritas. A cruzipaina é uma enzima 
proteolítica, da família das “cisteíno-proteinases”, 
localizada em  com partim entos do sistem a 
endossomal-lisossomal e bolsa flagelar do 
parasita15.

Como previamente sugerido3 15 20, a dupla 
função independente (atividade proteolítica e 
imuno-estimulatória) da cruzipaina com seu 
potencial inflamatório, pode ter participação 
fu n d a m e n ta l na p a to g e n ia  da d o e n ç a  de 
Chagas.

Os dados apresentados a seguir sugerem 
que a reação T linfocitária face à cruzipaina é 
um componente importante da imunidade 
celular contra T. cruzi. A análise do repertório 
de epítopos T reconhecidos por linfócitos T 
anticruzipaina deve ser investigada, como 
parte de esforços voltados para a identificação 
de marcadores da cardiopatia chagásica ,

MATERIAL E MÉTODOS
Entre Novembro del990 e Maio de 1995, os 

p a c ie n te s  ad m itid o s  no  am b u la tó rio  de 
Cardiomiopatia do Serviço de Cardiologia do 
HU-UFRJ com reação de hem aglutinação 
indireta e imunofluorecência indireta positivas 
para doença de Chagas, bem  como aqueles em 
que os resultados não foram inequívocos e 
que tiveram reação positiva para cruzipaina 
pela técnica de ELISA26, foram considerados 
elegíveis para uma investigação que se propõe 
estabelecer a utilidade dos diversos métodos 
de exploração cardiológica no diagnóstico 
p re c o c e  do  d a n o  m io c á rd ic o . F o ram  
respeitadas as recomendações da OMS16 e da 
Declaração de Helsinki (1963) revisadas em 
Veneza (1983). Este estudo foi aprovado pelo 
comitê local. Foram excluídos pacientes 
soropositivos para doença de Chagas que 
apresentassem concomitantemente hipertensão 
arterial sistêmica, doença pulmonar obstrutiva 
crônica, miocardiopatia de qualquer outro tipo 
ou etiologia, doenças orovalvares reumáticas, 
card iopatias congên itas e co ronariopatia  
o b s tru t iv a  ou  p o r ta d o re s  d e  d is fu n ç ã o  
im u n o ló g ic a . O g ru p o  r e la c io n a d o  fo i 
constituído por 103 pacientes chagásicos, dos 
quais 25 (24,3%) encontravam-se no grupo II e 
III da classificação de Los Andes5 (Figura 1).
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A presente casuística foi composta por 8 
indivíduos normais; 8 pacientes cardiopatas 
não-chagásicos com insuficiência ventricular 
esquerda e 8 pacientes cardiopatas chagãsicos, 
selecionados de modo aleatório dentre os 25 
chagásicos, sendo cinco com insuficiência 
cardíaca congestiva (grupo III de Los Andes) e 
três sem manifestação clínica de insuficiência 
cardíaca (grupo II de Los Andes). A idade, 
peso, altura e sexo dos indivíduos normais 
foram similares aos pacientes dos grupos de 
cardiopatas não-chagásicos e cardiopatas 
chagásicos (p = 0,87; Tabela 1). Os pacientes se 
e n c o n tra v a m  a m b u la to r ia lm e n te  em 
condição clínica estável e todos recebiam 
tra ta m e n to  m ed ica m en to so  o tim izad o  
(digitai/diurético/captopril) para prevenir o 
desenvolvimento de edema periférico e 
manter o peso corporal (±lkg enquanto em 
acompanhamento), débito urinário > 1500ml/dia 
e concentração plasmática de eletrólitos dentro 
da variação normal. Os medicamentos foram 
suspensos 48 horas precedendo qualquer 
exame. Nenhuma complicação ocorreu como 
resultado do estudo.

Todos os pacientes foram submetidos a:
1) avaliação  c lín ica : Para os p acientes 

chagásicos foi usada a classificação clínica- 
hemodinâmica de Los Andes5 (Figura 1). O 
critério de insuficiência cardíaca congestiva 
aplicado foi baseado naquele usado no 
“Framingham Heart Study”25 Como parte do 
estudo basal de cada paciente foram 
realizados os seguintes exames-, hemograma 
com p leto ; u rin á lise ; exam e de fezes; 
determinação de glicemia, creatinina e 
colesterol sérico;

2) avaliação radiológica2141, eletrocardiografia de 
repouso e dinâmica (Holter) assim como 
ecocardiografia bidimensional com doppler 
intracavitário42;

3) ensaio da resposta T linfòcitária: células 
mononucleares de sangue periférico dos 
cardiopatas e dos indivíduos normais foram 
isoladas através de cen trifu g ação  por 
densidade em Ficoll-Hipaque. Após o 
isolamento, as células foram congeladas e 
mantidas em nitrogênio líquido. Para os 
ensaios de proliferação, as células foram
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c u l t iv a d a s  em  m e io  R P M I-1 6 4 0  
(Gibco) suplementado por gentamicina, 
íS-mercaptoetanol, L-glutamina e 10% de um 
pool de soro humano AB testado previamente 
para toxicidade e mitogenicidade. 2 x 10  ̂
células/orifício foram cultivadas em placas de 
96 orifícios de fundo plano por 5 dias na 
presença do antígeno ou somente com meio. 
As culturas foram pulsadas com [̂ H] timidina 
nas últimas 18 horas de cultura. A [̂ H] 
timidina incorporada ao DNA das células 
proliferantes foi medida por cintilação líquida 
e representada como cpm x 10  ̂ ± SD (cpm = 
contagem por minuto). O IE foi obtido pela 
razão cpm da am ostra estim ulada por 
cruzipaina/cpm do meio de cultura. Os 
ensaios proliferativos de cada paciente foram 
testados pelo menos 3 vezes assim como dos 
indivíduos normais. A concentração de 
cruzipaina fo i de 2pg/ml, dose esta, 
estabelecida em trabalho anterior2 através da 
realização de curvas dose resposta.

RESULTADOS
C aracterísticas clín ica s. As principais 

características clínicas e exames complementares 
dos indivíduos normais e dos pacientes com 
ca rd io p a tia  ch a g á s ica  e n ã o -c h a g á s ic a  
e n co n tram -se  na T ab ela  1. O tratam ento 
m edicam entoso não foi significativam ente 
diferente entre os grupos de cardiopatas .

Resposta proliferativa. Os resultados da 
Figura 2 e Tabela 2 mostram uma grande 
variabilidade na intensidade de resposta 
específica à forma nativa da cruzipaina no 
grupo de pacientes cardiopatas chagãsicos, 
av a liad a  p e lo  IE a p re se n ta d o  p or estas 
culturas (média de 4,28 ± 2,25; AIQ de 3,75 e 
CV de 52,57%). O mesmo não aconteceu no 
grupo de indivíduos normais (média de 1,21 ±
0,22; AIQ de 0,30 e CV de 18,68%) e no grupo 
de cardiopatas nâo-chagásicos (média de 1,24 
± 0,23; AIQ de 0,29 e CV de 18,66%). Onde 
AIQ representa a medida de variabilidade e CV
o coeficiente de variabilidade.

Pela análise de variância, observou-se que 
os IE dos p a c ie n te s  c h a g á s ic o s  são 
significativamente mais altos do que o valor 
observado nos demais grupos (p = 0,0001), 
enquanto o teste de com parações múltiplas 
de Tukey revelou que a média do IE dos 
indivíduos normais e cardiopatas não-chagásicos
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não difere significativamente entre si (Tabela 2 
e Figura 2).

Tabela 2  - Análise estatística do índice de estimulação.
Grupo N Média DP p-valor
Normais 8 1.21 0.22
Não chagásicos 8 1.24 0.23 0 .0001*

Chagásicos 8 4.28 2.25 **

* Resultado da ANOVA.
** Significativo ao nível de 5%.

Anãlise estatística. Os dados obtidos foram 
submetidos a análise de variância “one-way” 
(ANOVA) para justificar se existe diferença 
significativa no IE entre os três grupos 
(in d iv íd u o s n o rm ais/ card io p atas não- 
chagásicos/cardiopatas chagásicos). O teste de 
Tukey foi aplicado para determinar quais os 
grupos que diferem entre si. O critério de 
determinação de significância foi o nível de 
5%. O software usado foi o Systat.

DISCUSSÃO
E xistem  co n tro v é rs ia s  a re s p e ito  da 

patogênese da cardiopatia chagásica17 27 36. Tem 
sido demonstrado, tanto na doença humana 
quanto em modelos experimentais, que durante 
a fase aguda ocorrem lesões inflamatórias 
focais, necrose dos m iócitos e ninhos de 
amastigotas no coração1. Estas observações 
su gerem  que a p a to g ê n e s e  das le s õ e s  
cardíacas na forma aguda, pelo menos na sua 
fase inicial, está relacionada à presença de 
parasitas intracelulares’0 e a evolução deve, 
muito provavelmente, estar relacionada a 
virulência da cepa e à eficácia protetora do 
sistema imunológico do indivíduo infectado.

O assunto mais- controverso reside na 
patogênese das lesões tardias da fase crônica, 
quando os parasitas são escassos. Na busca de 
um maior entendimento sobre este processo, 
muitos pesquisadores têm sido levados a 
an a lisar co m p o n e n tes  p a ra s itá rio s  e do 
hospedeiro possivelmente implicados nestas
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reações. Vários aspectos têm sido abordados, 
sendo dada últimamente maior ênfase na 
caracterização das subpopulações de células T 
e dos antígenos por estes reconhecidos8 20 33, 
a lém  d as  h ip ó te s e s  q u e  p re c o n iz a m  a 
participação de mecanismos auto-imunitários.

Uma das hipóteses postula a participação 
de m ecanism os im unológicos, d iretam ente 
estim ulados po r an tígenos parasitários, 
ocasionalmente liberados nos tecidos. Baixas 
co n cen traçõ es de an tígenos parasitários 
podem  ser suficientes para recrutar infiltrados 
m o n o n u c le a re s  p a ra  o lo c a l d a s  le s õ e s  
primárias, ampliando o processo inflamatório2. 
Recentemente, Higuchi e cols18, em material de 
autópsia, utilizando anti-soro policlonal contra 
antígenos do T. cruzi, demonstraram nítida 
associação entre a presença de antígeno do T. 
cruzi e inflamação moderada ou acentuada no 
miocárdio. Estudando as subpopulações de 
lin fócitos, que infiltram  o m iocárdio  em 
biópsias endomiocárdicas de pacientes com 
miocardite crônica chagásica, Higuchi e cols20 
verificaram que as células T formavam 95% do 
infiltrado e que as células CD4+ (linfócitos T 
auxiliares) estavam em m enor proporção do 
que as células CD8+ (citotóxicas), e apresentavam 
diminuída expressão de suas moléculas de 
superfície. Dado semelhante foi encontrado 
por Reis e cols em material de autópsia33. Esses 
autores, também, verificaram que havia um 
reduzido número de linfócitos, expressando 
receptor para IL-2. A quantidade de IL-2 
sintetizada pelas células CD4+ é um fator 
importante na determinação da magnitude da 
resposta imune. Assim, os autores sugeriram 
existir um  desequilíbrio im unológico em 
pacientes com a forma crônica cardíaca da 
doença de Chagas para o qual, possivelmente, 
o T. c ru z i  teria p ap e l fundam ental. Está 
demonstrado experimentalmente que o T. cruzi 
tem a capacidade de diminuir a expressão das 
m o lé c u la s  d e  s u p e r f íc ie  d o s  l in fó c ito s , 
induzindo a imunodepressão no hospedeiro333439. 
A f a l t a  d e  u m  d o s  d o is  s u b g r u p o s  
(CD4+/CD8+) leva à diminuição da inflamação 
e, portanto, da agressão inespecífica a fibras 
cardíacas não parasitadas, mas acarreta um 
aumento do parasitismo intracelular e maior 
mortalidade.

O presente estudo dem onstra que a 
cruzipaina  na form a nativa é capaz de 
estimular células mononucleares de sangue 
periférico de pacientes chagásicos crônicos

com comprometimento cardíaco avançado 
(grupos II e III de Los Andes). As respostas 
proliferativas apresentaram intensidade variável 
(CV de 52,57%). Além dos fatores relacionados 
com  o p o lim o rfism o  de MHC (co m p le x o  
principal de histocompatibilidade) classe II32, 
esta variab ilidade p o d e  ser reflexo  do 
comprometimento miocárdio variável entre os 
g ru p o s  II e III, d e f in id o  p o r  m é to d o s  
h is to q u ím ico s  e m icro sco p ia  e le trô n ic a 6, 
fazendo supor que a miocardite evolui por 
surtos durante o decorrer da vida do paciente, 
sendo mais freqüente e mais grave, na fase 
cjue culmina com a descompensação cardíaca. 
E razoável admitir que tal resultado possa ter 
c o n s e q ü ê n c ia s  p a to ló g ic a s , v is to  q u e  a 
ativação de células T (linfócitos) de fenótipo 
CD+ e perfil Thl de citocinas (subgrupo de 
célula T auxiliares) pela cruzipaina resulta na 
secreção  de G am a-In terferon2. Em tese , a 
liberação  de p eq u en as q u an tid ad es  desta 
glicoproteína (cruzipaina) poderia amplificar 
respostas inflamatórias iniciadas a partir de 
lesões ex trem am ente d iscre tas, recru tando  
infiltrados m ononucleares para  o local das 
lesões.

As ev idências que  im plicam  disfunção  
imunológica na patogênese da doença de 
Chagas perm anecem  circunstanciais. As 
investigações sobre o repertório de epítopos T 
de cruzipaina reconhecidos por pacientes com 
diferentes níveis de comprometimento cardíaco 
se inserem nesse contexto, e deverão contribuir 
para uma melhor compreensão dos mecanismos 
imunológicos envolvidos na doença de Chagas. 
A a n á lis e  do  r e p e r tó r io  d e  e p í to p o s  T 
da  cruzipaina, e do p ad rão  funcional da 
reatividade linfocitária (Thl/Th2) envolvido 
n e s ta  r e s p o s ta  é o b je to  d e  e s tu d o s  em  
andamento. Abordagem deste tipo poderá 
even tua lm ente  co n d u z ir à iden tificação  de 
marcadores de cardiopatia chagásica .

Concluímos que a forma nativa da cruzipaina 
foi capaz de estimular células mononucleares 
do sangue periférico de pacientes cardiopatas 
chagásicos crônicos, o b ten d o -se  respostas 
p ro life ra tiv a s  de  in te n s id a d e  v a riáv e l. A 
resposta dos linfócitos T face à cruzipaina está 
exclusivamente associada com a doença de 
Chagas .

SUMMARY
In this p a p er, we sought to determine i f  chronic 

chagasic pa tlen ts with cardiopathy could  be
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distinguished from  those displaying non-chagasic 
cardiopathy on the basis o f T cell proliferative 
responses to cruzipain (GP57/51), a major antigen  
o f  T. cruzi. Assays were perform ed with peripheral 
blood m ononuclear cells fro m  24 indii.'iduals 
classified as follows: norm al donors (n  = 8), patients 
with non-chagasic cardiopathy (n  = 8) and  patients 
with chronic chagasic cardiopathy without morbid 
associations (n  = 8). The analysis o f variance 
indicated that the proliferative responses stimulated 
by cruzipain were significantly higher in the group 
o f  chagasic patients (p = 0,0001). Tukey’s multiple 
comparison test shoived that the proliferative index 
medium from  normal and  non-chagasic cardiopathy 
was not significantly different from  each other. We 
conclude that the T cell responses agains T. 
cruzipain, as measured by proliferative indices o f 
cells fo u n d  in peripheral blood, are exclusively 
associated with Chagas, disease. In view o f the 
abundance o f cruzipain antigen in amastigotes it is 
possible that these T cell specificities contribute to the 
heart tissue damage obsewed in chronic Chagas, 
disease patients

K ey-w o rd s:  Trypanosom a cruzi. C h ro n ic  
chagasic cardiopathy. Cruzipain. Chagas disease. T 
cells .
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