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RESUMO 

A doença de Chagas (DC) é caracterizada por amplo espectro de desfechos 
clínicos, variando em severidade desde infecções assintomáticas até as formas 
graves relacionadas a danos cardíacos e no trato digestivo. No tocante ao 
Trypanosoma cruzi, seu agente etiológico, a heterogeneidade intraespecífica tem 
sido largamente investigada, e a correlação dos diferentes genótipos com as 
manifestações clínicas da doença ainda é desafiadora. O perfil genético do 
hospedeiro e a resposta imune frente à infecção são considerados fatores 
potencialmente importantes na progressão da doença. Este trabalho pretende 
analisar parâmetros relacionados ao T. cruzi (carga parasitária e genótipo) e 
humanos (polimorfismos de base única - SNPs em genes de citocinas e 
quimiocinas), buscando correlacioná-los com as diferentes formas clínicas da DC, 
sexo e idade dos pacientes. Dos 294 pacientes atendidos no Instituto Nacional de 
Infectologia, Fiocruz, 130 (44,2%) apresentaram PCR em tempo real (qPCR) 
positiva: 32 (24,6%) apresentavam a forma indeterminada, 74 (56,9%) a forma 
cardíaca (34 no estágio A, 23 nos estágios B1+B2, 17 nos estágios C+D), 18 
(13,8%) com a forma mista e 6 (4,6%) portadores da forma digestiva. A carga 
parasitária no sangue dos pacientes variou de 0,002 a 72,21 eq. parasitos/mL, com 
valor da mediana de 0,390 [0,0700 – 2,050] eq. parasitos/mL. Todos os pacientes 
positivos por qPCR tiveram a identificação dos genótipos de T. cruzi diretamente do 
sangue. Os genótipos TcII e TcVI foram os mais prevalentes, representando 39,2% 
e 38,5%, respectivamente. Ademais, foi observado infecção única por TcIV em um 
paciente (de Pernambuco) com cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) no estágio 
A. Infecção única por TcV foi identificada em um paciente oriundo da Bahia 
apresentando CCC no estágio C; e  casos de coinfecção TcII+TcV em um paciente 
(da Paraíba), com a forma indeterminada, e TcII/TcVI+TcV em outro paciente (de 
Minas Gerais), também na forma indeterminada. Quando foram comparados 
genótipos do parasito e carga parasitária, observaram-se medianas de 0,785 e 0,230 
eq. parasitos/mL para TcII e TcVI, respectivamente. As frequências de CCC entre os 
pacientes infectados foram de 43,2% e 35,1%, relacionadas aos genótipos TcII e 
TcVI, respectivamente. Em relação à genotipagem dos SNPs posicionados nas 
regiões promotoras de genes de citocinas, desenvolvemos ensaios baseados em 
qPCR com High Resolution Melting, para a padronização e validação dos testes 
para 15 SNPs em 12 genes de citocinas, sendo estes: TNFA (-238G/A rs361525, -
308G/A rs1800629 e -1031T/C rs1799964), IL18 (-1297T/C, rs360719 e 
rs2043055A/G/T), IL1B (-511A/G rs16944), IL1RN (+11100T/C/A rs315952), IL12B 
(+1188A/C rs3212227), IL10 (-1082G/A rs1800896), IL4 (-509C/T rs2243250), MIF (-
173G/C, rs755622), IFNG (+874T/A rs2430561), IL17A (SNP G197A/G, rs2275913), 
IL17F (T7488C/T, rs763780) e TGFβ1 (códon 10 ou +869T/C/G rs1800470). Dois 
alvos foram eleitos (TNFA SNP -308G/A, rs1800629 e IL10 SNP -1082G/A, 
rs1800896) para a identificação destes SNPs na população de estudo. Não foram 
encontradas evidências de associação destes polimorfismos com a suscetibilidade 
ao desenvolvimento da DC. Porém, um valor de Qui-Quadrado muito próximo do 
nível de significância (Borderline 5%), X2= 3,742 e p=0,053, foi observado, sugerindo 
uma tendência de associação do alelo A de TNFA ao risco de DC. Em conjunto, tais 
achados reforçam o conceito de que a interação entre parasito/hospedeiro é 
essencial para o desenvolvimento da DC, bem como para a sua epidemiologia. 
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ABSTRACT 

Chagas Disease (CD) is characterized by a broad spectrum of clinical outcomes, 
varying in severity from asymptomatic infection to severe forms related to cardiac and 
digestive tract damages. Regarding the parasite Trypanosoma cruzi, the etiological 
agent of the disease, its intraspecific heterogeneity has been widely investigated and 
the correlation of the different genotypes with clinical manifestations of the disease is 
still a great challenge. The host's genetic profile and the immune response to 
infection are considered important factors in the progression of the disease. The 
present work aims to analyze parameters related to T. cruzi (parasite load and 
genotype) and humans (single base polymorphisms – SNPs in cytokines and 
chemokines genes), searching to correlate them with the different clinical forms of 
CD, sex and age of the patients. Of the 294 patients assisted in the Instituto Nacional 
de Infectologia, Fiocruz, 130 (44.2%) had positive qPCR results, of which, 32 
(24.6%) presented the indeterminate form of CD, 74 (56.9%) the cardiac form (34 in 
stage A, 23 in stages B1+B2, 17 in stages C+D), 18 (13.8%) with mixed clinical form 
and 6 (4.6%) with the digestive form. The parasitic load in blood of the patients 
ranged from 0.002 to 72.21 eq. parasites/mL, with median value of 0.390 [0.0700 - 
2.050] eq. parasites/mL. In all positive patients by qPCR, it was possible to identify T. 
cruzi genotypes directly from blood. The genotypes TcII and TcVI were the most 
prevalent, representing 39.2% and 38.5%, respectively. In addition, a single infection 
by TcIV was observed in one patient (from Pernambuco) with chagasic 
cardiomyopathy (CCC) in stage A. A single infection by TcV was identified in one 
patient (born in Bahia) presenting CCC in stage C. Beyond, co-infection cases 
byTcII+TcV in one patient (born in Paraíba) with the asymptomatic form, and 
TcII/TcVI+TcV in other patient, also with the asymptomatic form, from Minas Gerais. 
When comparing the parasite genotypes and parasite load, it was observed a 
median of 0.785 and 0.230 eq. parasites/mL for TcII and TcVI genotypes, 
respectively. Among the infected patients, the frequencies of CCC were 43.2% and 
35.1% related to TcII and TcVI genotypes, respectively.  Regarding the genotyping of 
SNPs positioned in the promotor regions of cytokine genes, we developed real-time 
PCR-based assays with High Resolution Melting for the standardization and 
validation of the tests for 15 SNPs in 12 human cytokine genes, being these: TNFA (-
238G/A rs361525, -308G/A rs1800629 and -1031T/C rs1799964), IL18 (-1297T/C, 
rs360719 and rs2043055A/G/T), IL1B (-511A/G rs16944), IL1RN (+11100T/C/A 
rs315952), IL12B (+1188A/C rs3212227), IL10 (-1082G/A rs1800896), IL4 (-509C/T 
rs2243250), MIF (-173G/C, rs755622), IFNG (+874T/A rs2430561), IL17A (SNP 
G197A/G, rs2275913), IL17F (T7488C/T, rs763780) and TGFβ1 (codon 10 or 
+869T/C/G rs1800470). Two targets were elected (TNFA SNP -308G/A, rs1800629 
and IL10 SNP -1082G/A, rs1800896) for the identification of these SNPs in the study 
population. It was not found evidences of association of these polymorphisms with 
the susceptibility of developing CD.  Nonetheless, a Chi-square value closely to the 
significance level (Borderline 5%) was observed (X2= 3,742 and p=0,053), 
suggesting a tendency of TNFA association with CD risk. Together, these findings 
reinforce the concept that the interplay between host/parasite is essential for CD 
development, as well as for the disease epidemiology. 
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1. Introdução 

1.1  Aspectos da epidemiologia da doença de Chagas 

A doença de Chagas (DC), causada pelo protozoário hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), é uma doença 

negligenciada, endêmica em 21 países nas Américas (sul do Brasil e Chile até os 

Estados Unidos), sendo o México apontado como um dos países mais afetados, 

atualmente (WHO 2015; Arnal et al., 2019). Mundialmente, estima-se que mais de 

10 mil pessoas morram por ano em consequência desta doença, e que 

aproximadamente 6 milhões estejam infectadas na América Latina (Rassi et al., 

2010, 2012; WHO 2021). Fluxos migratórios levaram à expansão da DC em todo o 

mundo, especialmente a partir do início dos anos 2000, fazendo com que a doença 

tenha emergido em países não-endêmicos da América do Norte, Europa e a Região 

do Pacífico Ocidental (Schmunis & Yadon 2010; Albajar-Viñas & Jannin 2011; Coura 

& Viñas 2010). Contudo, a DC é provavelmente uma doença antiga: o DNA do T. 

cruzi foi registrado em espécimes de tecido de múmias em países Andinos pré-

Colombianos há 9.000 anos atrás (cerca de 7050 AC) (Aufderheide et al., 2004). 

Em ambientes endêmicos, a principal via de transmissão do parasito para os 

hospedeiros vertebrados, é através do contato com as fezes/urina dos vetores, 

insetos hematófagos conhecidos como triatomíneos (Hemiptera, Reduviidae, 

Triatominae), os quais eliminam formas metacíclicas infectantes de T. cruzi junto às 

excretas, durante o repasto sanguíneo no hospedeiro (Chagas 1909; Abad-Franch et 

al., 2015; Pérez-Molina & Molina 2018). Ao se alimentar do sangue de um mamífero 

infectado, o inseto vetor adquire o parasito, que por sua vez, é capaz de se replicar 

dentro do trato digestivo do triatomíneo (sob a forma de epimastigotas), sendo 

excretado pelas fezes/urina (como tripomastigotas metacíclicos). Quando o vetor 

infectado realiza o repasto sanguíneo em um humano, ele tende a defecar, pois há o 

preenchimento da região abdominal com o sangue humano, pressionando e 

forçando a eliminação das fezes. Com isso, o parasito contido nas excretas 

atravessa a lesão na pele ou a mucosa e entra na corrente sanguínea do hospedeiro 

vertebrado. A partir desse momento, as formas tripomastigotas metacíclicas de T. 

cruzi penetram em diversas células, escapam do vacúolo fagolisosomal e, dentro 

delas, se transformam em amastigotas (formas replicantes intracelulares). Após 

vários ciclos reprodutivos, os amastigostas intracelulares se diferenciam em 
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tripomastigotas, os quais rompem a célula infectada, podendo invadir células 

vizinhas e/ou cair nas correntes sanguínea e linfática,infectando outros órgãos e 

tecidos, e também podem ser ingeridos pelo inseto vetor, se diferenciando em 

epimastigotas, dando início a um novo ciclo (Chagas 1909, Pérez-Molina & Molina 

2018) (Figura 1.1).	

Em áreas sem exposição vetorial, outras formas de transmissão do T. cruzi se 

tornaram as principais vias de veiculação do parasito, tais como a transmissão 

congênita (materno-fetal) (Howard et al., 2014; Carlier & Truyens 2015), transfusão 

de sangue ou hemoderivados de doadores infectados, transplante de órgãos 

(Schmunis 2007; Kun et al., 2009; Gontijo & Santos 2009; Fiorelli et al., 2011) e por 

acidentes de laboratório (Dias 1994; WHO 2010). Por outro lado, a ocorrência de 

surtos de casos agudos, potencialmente fatais, da DC, por ingestão de bebidas ou 

alimentos contaminados com T. cruzi presentes nas excretas do vetor ou no próprio 

inseto macerado (transmissão oral) tem sido cada vez mais frequente em regiões 

que até então apresentavam poucos relatos da doença, como por exemplo a 

Amazônia Brasileira e a Venezuela (Shikanai-Yasuda & Carvalho 2012; de Noya et 

al., 2015). Importante destacar que a transmissão oral tem sido observada também 

em outros países como Colômbia, Bolívia, Equador, Argentina e Guiana Francesa 

(Velásquez-Ortiz & Ramírez 2020). Originalmente, outras formas de infecção oral 

foram descritas, que até hoje geram polêmicas, como por exemplo, através de 

alimentos contaminados com secreções das glândulas anais de Didelphis 

marsupialis (Deane et al., 1984; Shikanai-Yasuda et al., 1991), ou pelo consumo de 

carne de caça crua de animais infectados (de Noya et al., 2015).  

Além dos humanos, a transmissão vetorial clássica não ocorre com facilidade 

em espécies de animais que apresentam pelos e pele espessa; portanto, tem sido 

especulado que a transmissão usual do parasito entre reservatórios selvagens e 

domésticos deva se dar por via oral (de Noya & González, 2015). O somatório de 

mudanças ecológicas e a exposição de humanos aos triatomíneos infectados e aos 

alimentos contaminados, associados ao processamento inadequado, tem sido a 

fonte de infecção mais frequente nas microepidemias observadas até agora,em 

surtos orais de DC (Velásquez-Ortiz & Ramiréz 2020). Enquanto que a transmissão 

vetorial clássica está associada à pobreza, a população com risco de contrair DC via 

oral é representada por toda a população continental de áreas endêmicas, não 

importando a classe social.  
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Figura 1.1: Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi.1. O ciclo de vida do T. cruzi 

começa quando o triatomíneo ingere tripomastigotas presentes no sangue de um 

hospedeiro mamífero infectado; 2-3. No intestino do vetor, os tripomastigotas 

transformam-se em epimastigotas, o principal estágio replicativo no hospedeiro 

invertebrado; 4- Epimastigotas migram para o reto e se diferenciam em 

tripomastigotas metaciclicos infectantes, sendo excretados junto com as fezes/urina 

do vetor. 5- Tripomastigotas metacíclicos entram no hospedeiro mamífero através da 

ferida causada pela picada do vetor ou pela mucosa intacta do hospedeiro. 6- Essas 

formas invadem diferentes tipos de células nucleadas do vertebrado infectado. No 

citoplasma, tripomastigotas se diferenciam em amastigotas intracelulares, as quais 

se replicam, em média, a cada 12 horas durante 4-5 dias; 7- Ao final deste perído, 

amastigotas transformam-se em tripomastigotas, rompem as células e são liberados 

na corrente sanguínea do hospedeiro. Os parasitos circulantes podem invadir novas 
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células e iniciar novos ciclos de replicação, além de serem capazes de infectar 

insetos vetores que se alimentem do hospedeiro; 8- O homem também pode se 

infectar consumindo carne de caça crua ou bebidas contaminadas com o parasito. 

Fonte: Meis & Castro 2017. 

O Trypanosoma cruzi está amplamente distribuído no continente americano e 

foi visualizado pela primeira vez no intestino de triatomíneos no município de 

Lassance, Minas Gerais, pelo cientista Carlos Chagas, que também descreveu a 

presença destes flagelados em reservatórios (Chagas 1909). Além de caracterizar o 

agente causador da infecção – o protozoário parasito T. cruzi – Chagas identificou o 

inseto transmissor - o triatomíneo, reservatórios domésticos e silvestres, e pôde 

ainda fazer a descrição da doença e o diagnóstico parasitológico de fase aguda 

(Kropf & Sá 2009; Rey 2011). 

Mamíferos e insetos podem ser encontrados naturalmente infectados por T. 

cruzi em qualquer ecótopo silvestre, mas ainda pouco se conhece sobre a cinética 

da transmissão desse parasito em seus hospedeiros vertebrados e invertebrados no 

ambiente natural (Jansen et al., 1999; Garcia et al., 2007). Em animais silvestres, a 

transmissão por via oral vem sendo documentada, onde se observou que o suco 

gástrico aprimora o potencial infeccioso do parasito, e que esse tipo de transmissão 

seria a que ocorre com maior frequência entre os animais (Barreto et al., 1978; 

Calvo-Mendez et al., 1992; Hoft et al., 1996). 

A situação epidemiológica da DC no Brasil mudou substancialmente nas 

últimas décadas, como resultado das ações de controle, das transformações 

ambientais e de ordem econômica e social (Villela et al., 2009; Silveira 2011; Dias et 

al., 2016). As estimativas atuais variam de 1,9 a 4,6 milhões de pessoas infectadas 

por T. cruzi (Hotez & Fujiwara 2014; Martins-Melo et al., 2014a), ou cerca de 1,0 - 

2,4% da população brasileira (Dias et al., 2016). Como reflexo, permanece elevada a 

carga de mortalidade no país por DC, sendo uma das quatro maiores causas de 

morte por doenças infecto-parasitárias, além da DC ser a doença mais 

negligenciada no Brasil (Martins-Melo et al., 2016). O diagnóstico da doença e o seu 

manejo continuam sendo um desafio pela ocorrência de novos casos relacionados 

com a transmissão oral, com a transmissão vetorial extradomiciliar, principalmente 

na região Amazônica, e pela existência de ciclos de transmissão do parasito em 

ambientes silvestres próximos às habitações humanas (CONITEC/MS 2018). O novo 
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cenário epidemiológico emergente no Brasil, onde a transmissão oral passou a ser 

uma das mais importantes vias de transmissão do parasito, ocorre principalmente na 

região Amazônica que é considerada uma região não endêmica, na qual acredita-se 

que T. cruzi é um parasito enzoótico de animais silvestres (Aguilar et al., 2007; 

Coura & Junqueira 2012; Coura 2015). Com a ocorrência de surtos associados ao 

consumo de açaí no estado do Pará, devido à colonização frequente de açaizeiros 

por triatomíneos infectados, foi proposto o transporte deste alimento através de 

cestos e rasas, desde a sua área de colheita até as máquinas de extração do suco 

da fruta, localizadas em áreas distantes, assim como o branqueamento do fruto por 

choque térmico; buscando assim, evitar a contaminação do homem pela ingestão do 

suco/polpa de açaí contendo T. cruzi (Valente et. al., 2000; Xavier et al., 2014; dos 

Santos et al., 2018). 

A epidemiologia da DC está em constante transformação e no que se refere 

às áreas endêmicas, a transmissão vetorial de T. cruzi constitui-se na via mais 

importante, sendo propiciada por espécies de vetores que infestam domicílios. Cerca 

de dez espécies e três gêneros (Triatoma Laporte 1832, Panstrongylus Berg 1879 e 

Rhodnius Stal 1859) são importantes epidemiologicamente devido aos seus 

aspectos comportamentais (Rey 2011; Juberg et al., 2014). Dentre estas espécies 

destacam-se: T. infestans (Klug, 1834), T. brasiliensis (Neiva, 1911), T. 

pseudomaculata Corrêa & Espínola, 1964, P. megistus (Burmeister, 1835) e R. 

robustus Larrousse, 1927 (Galvão et al., 2003; Costa et al., 2006; Costa & Felix 

2007; Jurberg et al., 2009; Coura & Dias 2009; Noireau et al., 2009; Rosa et al., 

2012; Gonçalves et al., 2013). Esses vetores por serem capazes de colonizar 

ecótopos silvestres, peridomiciliares e domiciliares, além de apresentarem outras 

características biológicas que favorecem a transmissão de T. cruzi, são 

considerados de grande relevância epidemiológica, como é o caso de T. brasiliensis 

(Costa et al., 1998, 2003; Silveira & Vinhaes 1999; Borges et al., 2005; Sarquis et al., 

2010). 

Os métodos para a prevenção do aumento da incidência da DC são o controle 

vetorial, o controle de bancos de sangue e a testagem de mulheres grávidas com o 

intuito de se prevenir a transmissão congênita. Porém, os desafios ampliam-se 

diante de estimativas nas quais mais de 80% das pessoas acometidas pela DC no 

mundo não possuem acesso a diagnóstico ou tratamento, o que sustenta o elevado 

impacto de morbimortalidade e a associação com o custo social (WHO 2021). O 
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controle de vetores é baseado principalmente na pulverização interna das moradias 

com inseticidas residuais, a fim de eliminar ou pelo menos reduzir, as populações de 

triatomíneos domésticos dentro das habitações, reduzindo assim a incidência de 

novos casos humanos. Apesar de algumas conquistas importantes no controle das 

principais espécies de vetores, até mesmo eliminando a transmissão por T. infestans 

e R. prolixus em alguns países/regiões, como resposta à Iniciativa do Cone Sul 

(Schofield & Dias 1999; Cedillos et al., 2012), a presença continuada de várias 

outras espécies capazes de esporadicamente invadir casas e manterem um grau 

reduzido de transmissão, implica em um risco contínuo para a transmissão de T. 

cruzi ao homem e um desafio para o controle vetorial efetivo (Waleckx et al., 2015). 

Com o acordo do Cone Sul estabelecido entre Argentina, Bolívia, Brasil (este, 

com a aderência ao consórcio em 1991), Chile, Paraguai, Uruguai e, mais tarde, 

Peru, as populações de T. infestans (até então a principal espécie transmissora do 

T. cruzi), foram eliminadas ou reduzidas, resultando em uma diminuição da 

transmissão vetorial nesses países (Silveira & Vinhaes 1999; Dias et al., 2002; Costa 

et al., 2003; Gurgel-Gonçalves et al., 2012). Porém, juntamente com as constantes 

atividades antrópicas nos ambientes silvestres, várias outras espécies de 

triatomíneos passaram a ocupar os nichos deixados vagos por T. infestans, 

possibilitando assim, a formação de novos ciclos de transmissão da DC no peri- e 

intradomicílio por espécies autóctones com alto potencial de colonização, bem como 

pelos focos residuais de T. infestans (Silveira & Vinhaes 1999; Costa et al., 2003; 

Silveira & Dias 2011; Vinhaes et al., 2014). 

Desse modo, as estratégias para o controle da DC necessitam incluir ações 

integradas para a prevenção da transmissão vetorial, transfusão de sangue (com 

uma melhor cobertura na triagem de doadores de sangue), vertical ou congênita 

(atualmente corresponde à principal via de transmissão na Argentina e em países 

não-endêmicos) (Buekens et al., 2018), e a transmissão oral. As ações de vigilância 

devem incluir o monitoramento de novos casos da doença, diagnóstico e tratamento 

apropriado para os casos crônicos e agudos. A educação comunitária é fundamental 

para que tais estratégias possam ser implementadas de maneira compreensiva, bem 

como para que se possa alcançar o melhor resultado possível (Coura 2015). 

Com isso, as atividades de vigilância e controle da DC no Brasil estão 

estruturadas em três eixos prioritários e englobam, principalmente, ações integradas 

para (i) casos humanos, objetivando o diagnóstico precoce, com vistas ao 
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tratamento oportuno, bem como à aplicação de medidas de prevenção, o 

conhecimento das formas de transmissão, o monitoramento da infecção por T. cruzi 

e a identificação do perfil de morbimortalidade na população acometida; (ii) vetores, 

visando manter eliminada a transmissão vetorial por T. infestans e sob 

monitoramento/controle, as outras espécies importantes epidemiologicamente para a 

transmissão do T. cruzi ao homem, e (iii) o ambiente, visando incorporar ações de 

vigilância sanitária, ambiental, de forma integrada com as ações de vigilância 

epidemiológica (SVS/MS 2019). 

1.2  Diversidade genética de T. cruzi 

Para a compreensão da complexa epidemiologia e do amplo espectro de 

desfechos clínicos da DC, é necessário um maior conhecimento sobre a diversidade 

genética do parasito. O conjunto de variabilidade genética identificado no genoma de 

T. cruzi, associado às diferenças no comportamento biológico de cepas e clones, 

têm servido de base para estudos que visam a identificação e caracterização 

molecular dos grupos populacionais deste parasito (Brisse et al., 2003; Lewis et al., 

2009; De Winne et al., 2014). Alguns clones naturais de T. cruzi estão amplamente 

dispersos e são frequentemente encontrados em amostras clínicas, o que sugere 

uma importante associação à epidemiologia e à patogenia da DC (Tibayrenc 1998a). 

Os primeiros estudos sobre a diversidade genética das subpopulações de T. 

cruzi foram realizados por Miles e cols (1977), quando analisaram o polimorfismo 

isoenzimático de isolados obtidos de casos humanos e de mamíferos e vetores 

silvestres e domésticos. Desta forma, conseguiu-se identificar três zimodemas que 

foram correlacionados com os ciclos de transmissão do parasito no Brasil: zimodema 

1 (Z1) e o zimodema 3 (Z3) associados ao ciclo de transmissão silvestre, enquanto 

que zimodema (Z2) ao ciclo de transmissão domiciliar (Miles et al., 1977; Barrett et 

al., 1980). Em paralelo, com o uso de marcadores no genoma mitocondrial do T. 

cruzi, foi possível classificar as diferentes cepas e isolados em esquizodemas, os 

quais se diferenciam com base nos perfis de restrição do cinetoplasto (kDNA)  

(Morel et al., 1980; Ávila et al.,1990). 

Em 1999, a comunidade científica reuniu os isolados de T. cruzi em dois 

genótipos distintos e independentes filogeneticamente (DTUs - Discrete Typing 

Units), os quais apresentavam características biológicas, bioquímicas e moleculares 

distintas, e estes passaram a ser denominados por T. cruzi I (DTU I) e T. cruzi II 
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(DTU II) (Anonymous 1999), presentes no ciclo silvestre e no ciclo doméstico de 

transmissão do parasito, respectivamente (Briones et al., 1999). Com o avanço das 

técnicas de genotipagem em multilocus, foi possível caracterizar a diversidade do T. 

cruzi em dois grandes grupos, DTUs I e II, sendo este último classificado em cinco 

sub-grupos, denominados DTUs IIa, IIb, IIc, IId, IIe (Barnabé et al., 2000; Brisse et 

al., 2000a, 2001; Tibayrenc 2003). Posteriormente, Freitas e colaboradores (2006) 

propuseram a existência de uma terceira linhagem principal em T. cruzi, designada 

de T. cruzi III ou Z III. Porém, após a Segunda Reunião Satélite, um sistema de 

unificação da nomenclatura do agente causador da DC foi estabelecido, e nesse 

consenso as cepas de T. cruzi foram agrupadas em seis DTUs denominados de T. 

cruzi I a VI (Zingales et al., 2009) (Tabela 1.1). 

Tabela 1.1: Nomenclatura atual proposta para o taxon Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Adaptado de Zingales et al., 2009. 

Além da subdivisão em DTUs, a estrutura populacional de T. cruzi foi 

investigada a partir de genealogias de sequências mitocondriais e, com isso, três 

clados foram reconhecidos. Tais clados mantêm uma correlação com as DTUs, 

sendo: clado A correspondente à TcI; clado B à TcIII, TcIV, TcV e TcVI; e o clado C 

exclusivamente à TcII (Machado & Ayala 2001, Barnabé et al., 2016). Mais tarde, foi 

descrito uma sétima DTU identificada em morcegos (Tcbat) (Marcili et al., 2009a). 

Trypanosoma cruzi é essencialmente um organismo diploide, que se replica 

por fissão binária, um processo assexual que origina clones celulares (El-Sayed et 

al., 2005). Seu genoma é distribuído em pares de cromossomos homólogos que 

podem variar em número e tamanho entre as diferentes cepas (Henriksson et al., 

1996, 2002; Brisse et al., 2003; Pedroso et al., 2003; Vargas et al., 2004; Branche et 

al., 2006). Por conta dessa característica e das variações observadas no conteúdo 

do DNA entre as cepas, este parasito apresenta ampla plasticidade genômica e um 
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potencial envolvimento na geração de diversidade genotípica e fenotípica (Zingales 

2017). 

Tendo como base as pesquisas realizadas para inferir sobre a evolução de T. 

cruzi e sua estrutura populacional, foi possível a criação do conceito de DTUs e da 

evolução clonal. Nesta estrutura de modelo, uma ”espécie clonal” origina genótipos 

multilocus descendentes virtualmente idênticos ao genótipo fundador, sem a 

ocorrência de recombinação gênica. (Tibayrenc & Ayala 2002; Zingales et al., 2012). 

Mesmo quando há eventuais trocas gênicas, subdivisões estáveis e discretas podem 

ser identificadas de forma confiável. Assim, Tibayrenc (1998b) propôs pela primeira 

vez, o termo ‘‘discrete typing unit’’ para descrever conjuntos de stocks que são 

geneticamente mais similares entre si do que em relação à qualquer outro stock, 

podendo ser indentificados por marcadores moleculares (“tags”). As DTUs 

constituem unidades confiáveis para serem empregadas em análises de 

epidemiologia molecular e em estudos relacionados com a filogenia de T. cruzi e de 

evolução experimentais. O compartilhamento de características entre cepas/isolados 

de uma mesma DTU deve ser considerado como uma família de clones 

intimimamente relacionadas, e não como sendo representativo de um clone único 

(Zingales et al., 2012). 

Existem dois modelos para a origem das populações de T. cruzi. Ambos se 

baseiam em dois eventos de hibridização, porém apresentam sugestões de 

ancestrais diferentes: “Duas Hibridizações” proposto por Westenberger e 

colaboradores (2005) e o modelo “Três Ancestrais” por Freitas e colaboradores 

(2006) (Figura 1.2). O modelo Duas Hibridizações (Figura 1.2A) envolve um evento 

de hibridização entre os ancestrais TcI e TcII, resultando nas progênies 

homozigóticas TcIII e TcIV. O segundo evento de hibridização, mais recente, ocorre 

entre os grupos TcII e TcIII originando os grupos heterozigóticos TcV e TcVI 

(Westenberger et al., 2005). Por outro lado, Freitas e colaboradores (2006) 

descreveram o modelo de três ancestrais (TcI, TcII e TcIII) (Figura 1.2B), no qual 

ocorrem duas hibridizações recentes entre os isolados TcII e TcIII originando os 

grupos TcV e TcVI (heterozigóticos) (Machado & Ayala, 2001, 2002; Freitas et al., 

2006; Rozas et al., 2007). As análises de marcadores para regiões gênicas que 

codificam a subunidade II da citocromo oxidase e a subunidade I da NADH 

desidrogenase (Machado & Ayala, 2001; Freitas et al., 2006), além de 

microssatélites (Freitas et al., 2006) e outros marcadores nucleares (Machado & 
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Ayala, 2002; Rozas et al., 2007), indicaram que não houve a participação de TcI nos 

eventos de hibridização que resultaram nas progênies heterozigóticas. O modelo de 

Freitas e colaboradores (2006) não contemplou a origem de TcIV. 

Os dois modelos descritos para a origem das populações de T. cruzi 

basearam-se em marcadores moleculares distintos, bem como o uso de diferentes 

estratégias para genotipar os parasitos, uma vez que, é necessária a utilização de 

diferentes marcadores para que as similaridades entre os grupos sejam 

identificadas, principalmente para os híbridos TcV e TcVI, os quais, muitas vezes 

estão representados em mais de um grupo populacional (Souto et al., 1996; Barnabé 

et al., 2000; Machado & Ayala 2001; Sturm et al., 2003; Broutin et al., 2006; Rozas et 

al., 2008; Lewis et al., 2011; Yeo et al., 2011). Ainda assim, existem modelos 

alternativos ou complementares para a origem, evolução e as relações filogenéticas 

entre as DTUs, os quais levam a novas percepções acerca dos supostos eventos de 

hibridização (Lewis et al., 2011; Tomasini & Diosque 2015). 

 

 

Figura 1.2: Modelos de origem das linhagens de T. cruzi. (A) “Duas 

Hibridizações” e (B) “Três Ancestrais”. Comparação entre os modelos considerando 

a ocorrência de troca genética durante a evolução clonal do parasito. Retângulos 

indicam diferentes DTUs. Formas ovais indicam a fusão entre duas células com 

troca genética entre elas, estando a contribuição parental indicada pelas setas em 
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vermelho. Os clados mitocondriais são demonstrados por cores: Azul=clado A; 

Verde =clado B; Laranja= clado C. 

Fonte: Zingales et al., 2012. 

Os modelos descritos concordam que TcV e TcVI são intra-linhagens híbridas 

de TcII-TcIII. Uma discrepância significativa entre os modelos é a participação dos 

alelos de TcI na composição genética de TcIII e, consequentemente, na dos híbridos 

TcV e TcVI. Mais tarde, Zingales e colaboradores (2017), utilizando a análise de 

Bootscan (Martin et al., 2005) implementada no Recombination Dectection Program 

4 (RDP4), analisaram haplótipos de dois genes nucleares de T. cruzi e observaram a 

formação de duas redes genealógicas que confirmaram os dados obtidos para 

outros genes, tais como: alto grau de reticulação (Tomazi et al., 2009; Ferreira & 

Briones 2012; Franco et al., 2015); separação clara dos clados TcI e TcII; clado 

Tcbat mais próximo de TcI; e a distribuição das cepas correspondentes aos 

haplótipos TcV e TcVI em três grupos, os quais foram posicionados ou mais  

próximo de TcI, mais próximo de TcII, ou formando um clado de ponto médio entre 

as duas linhagens. A DTU TcIII foi agrupada em um clado de ponto médio. Em 

conclusão, a análise Bootstrap favoreceu a participação de TcI na formação das 

DTUs híbridas TcV e TcIII. Estudos análogos realizados com TcVI (CL Brener) 

confirmam esses achados (Tomazi et al., 2009; Ferreira & Briones 2012; Franco et 

al., 2015). Adicionalmente, Lewis e cols. (2011) observaram que cepas 

representativas de TcII e TcIV continham inúmeros polimorfismos de base única 

(SNPs) nas sequências de Glico-Fosfatidil-Inusitol (GPI) , os quais somente tinham 

sido observados em TcI ou TcII. Estes resultados são compatíveis com o evento de 

hibridização entre TcI e TcII, como sugerido (Westenberger et al., 2005; Sturm & 

Campbell, 2010). 

Entre as DTUs, TcI é uma linhagem que apresenta a maior heterogeneidade 

genética, possivelmente resultante de suas características epidemiológicas. Na 

verdade, TcI é encontrada amplamente distribuída nas Américas. Esta DTU é 

onipresente no ciclo silvestre, infectando cerca de 50 gêneros de mamíferos na 

natureza, bem como, pode ser encontrada nas espécies de triatomíneos de 

importância epidemiológica. A infecção humana por TcI é prevalente na América do 

Norte (México e Estados Unidos), além de países da América Central e do noroeste 
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da América do Sul (Colômbia e Venezuela) (Bosseno et al., 2002; Montilla et al., 

2002; Añez et al., 2004; Higo et al., 2004; Sánchez-Guillén et al., 2006).  

Alvos moleculares variados reconhecem uma diversidade genética extensiva 

dentro de TcI. Baseados em sítios polimórficos nas sequências da região intergênica 

do miniexon, cinco genótipos de TcI (TcIa, TcIb, TcIc, TcId, TcIe) foram descritos 

(Cura et al., 2010; Falla et al., 2009). Um subgrupo homogêneo de TcI nomeado de 

TcIDOM (antigo TcIa) foi associado com infecções humanas desde a Venezuela até 

o norte da Argentina (Llewellyn et al., 2009; Messenger et al., 2012). Na Bolívia, foi 

identificada a ocorrência de três ciclos silvestres de transmissão de TcI, distintos 

entre si (Messenger et al., 2015a). 

Apesar de TcII ser tão antiga quanto TcI, a sua distribuição geográfica é 

menos abrangente. A DTU TcII predomina nas regiões sul e central da América do 

Sul, havendo registros raros na América do Norte. A linhagem TcII vem sendo 

isolada, em grande parte, de ciclos de transmissão domésticos. Em humanos, TcII é 

encontrada abundantemente em indivíduos das regiões leste e central do Brasil 

(Zingales et al., 1998; Carranza et al., 2009; Nielebock et al., 2020), sendo 

raramente identificada na maioria dos outros países da América do Sul; exceto no 

Chile, onde os genótipos TcI e TcII também são encontrados com frequência 

infectando humanos, e no Paraguai, com predominância de isolados TcII e TcV 

obtidos de humanos (Brenière et al., 2016; Messenger et al., 2015b, Zingales 2017). 

No ambiente silvestre, alguns estudos descreveram a associação de TcII com 

primatas, em fragmentos de Mata Atlântica (Zingales et al., 1998; Fernandes et al., 

1999; Lisboa et al., 2007; Kerr et al., 2016). 

A DTU TcIII está associada, principalmente, com o ciclo silvestre, desde o 

nordeste da Venezuela até a Argentina, tendo como principal reservatório os 

gambás. Poucas infecções por TcIII em humanos foram descritas na Colômbia 

(Hernández et al., 2016; Ramírez et al., 2010) e em casos agudos na Amazônia 

brasileira (Monteiro et al., 2010). 

Sobre a TcVI, esta é predominantemente associada, também, com o ciclo 

silvestre, sendo encontrada nas Américas do Norte e do Sul. Na América do Norte, o 

principal reservatório é o guaxinim, enquanto que na América do Sul, são os 

primatas e quatis (Marcili et al., 2009b; Roellig et al., 2013). Trabalhos publicados 

com diversos marcadores genéticos indicam que as cepas de TcIV oriundas das 

Américas do Norte e do Sul são geneticamente distintas e agrupam separadamente 
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nas análises filogenéticas (Brisse et al., 2003; Marcili et al., 2009a; Lewis et al., 

2011; Yeo et al., 2011; Roellig et al., 2013; Tomasini & Diosque 2015). A DTU TcIV é 

o agente secundário de DC na Venezuela (Miles et al., 1981) e tem sido registrada 

nos surtos orais na Amazônia (Marcili et al., 2009c; Monteiro et al., 2012). 

Na América do Sul, TcV e TcVI estão evidentemente associadas com a DC 

humana em países ao sul do continente. Na Argentina, as linhagens TcV e TcVI 

prevalecem, e alguns casos de infecção em humanos por TcV e/ou TcVI foram 

reportados mais ao norte do Equador (Garzón et al., 2002) e na Colômbia (Guhl & 

Ramírez 2013; Messenger et al., 2016). Como observado anteriormente, vários 

estudos apontam que estas duas DTUs apresentam uma diversidade intra-linhagem 

mínima e que são produtos de eventos de hibridização distintos. Duas grandes 

pesquisas conduzidas na Argentina (Cura et al., 2012) e na Bolívia (del Puerto et al., 

2010), mostraram que a infecção crônica em humanos está associada aos genótipos 

TcII, TcV ou TcVI, independentemente da manifestação clínica (cardiomiopatia 

chagásica crônica [CCC] ou DC digestiva).  

Outra DTU identificada é a Tcbat. Este nome foi originalmente dado para um 

grupo particular de parasitos isolados de morcegos das regiões sudeste e central do 

Brasil (Marcili et al., 2009a).  Tcbat se distingue das outras seis DTUs por uma série 

de marcadores (Marcili et al., 2009a; Hamilton et al., 2012; Pinto et al., 2012). 

Análises filogeográficas e filogenéticas comprovam que Tcbat é uma DTU 

independente e mostram que a diversidade genética dentro de Tcbat é estruturada 

espacialmente (Lima et al., 2015). Diferentemente das outras DTUs, Tcbat não 

consegue se desenvolver nas espécies de triatomíneos criadas em colônias e 

acredita-se que os cimicídios sejam os vetores potenciais desta linhagem 

(Cavazzana et al., 2010). A DTU Tcbat vem sendo registrada em países como 

Panamá (Pinto et al., 2012) e Colômbia (Ramírez et al., 2014a), além do Brasil 

(Marcili et al., 2009a). Ramírez e colaboradores (2014b) encontraram DNA de Tcbat 

em uma criança de 5 anos na Colômbia; em paralelo, outro estudo demonstrou a 

presença de DNA de Tcbat em múmias do Chile (Guhl et al., 2014). 

Existem poucos estudos relacionados à caracterização dos genótipos de T. 

cruzi em surtos orais, e, como esperado, as populações do parasito envolvidas na 

via de transmissão oral devem refletir as linhagens que são prevalentes naquela 

região estudada. Por outro lado, a informação obtida a partir destes estudos tem 

aumentado nosso conhecimento acerca dos aspectos epidemiológicos da DC. Como 
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exemplo, nos surtos por via oral na região amazônica brasileira, isolados oriundos 

de humanos foram genotipados como TcI e TcIV, que correspondem às DTUs 

prevalentes em primatas selvagens e em Rhodnius spp. capturados na região 

(Marcili et al., 2009c; Monteiro et al., 2012). Em contrapartida, em um caso fatal de 

DC aguda transmitida via oral no Espírito Santo (região sudeste do Brasil), 

observou-se infecção mista pelas quatro DTUs (TcI, TcII, TcIII e TcIV), além de ter 

sido detectado o tripanosomatideo de morcego Trypanosoma dionisii em um 

fragmento cardíaco (Dario et al., 2016).  

Atualmente existem metodologias de genotipagem de T. cruzi com 

sensibilidades suficientes para distinguir o parasito entre as seis DTUs e TcBat, a 

partir de amostras de sangue de pacientes crônicos e, com isso, buscar 

correlacionar as DTUs com o desfecho clínico da doença (Marcili et al., 2009a; 

Burgos et al., 2010; Ramírez et al., 2010; Hamilton et al., 2011). A caracterização 

molecular do parasito realizada diretamente de amostras clínicas possibilita a 

identificação de infecções mistas, evitando assim, uma possível seleção de cepas 

que pode ocorrer durante o cultivo in vitro para o isolamento do parasito (Moreira & 

Ramirez 2019). De um modo geral, para confirmar a linhagem de T. cruzi, se faz 

necessária a utilização de vários marcadores moleculares, uma vez que cepas 

híbridas podem apresentar polimorfismos idênticos ao de cepas relacionadas com 

as DTUs ancestrais/parentais, fazendo com que outros alvos devam ser 

identificados para o estabelecimento de um algoritmo fidedigno para a tipagem 

molecular do parasito. 

Assim, um sistema de ensaio de Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

baseado na amplificação de regiões específicas dos genes de mini-exon que 

codificam o Spliced Leader (SL) (Souto et al., 1996), da subunidade ribossomal 

24Sα de rDNA - domínio D7 (Souto & Zingales 1993) e da subunidade 18S rDNA 

(Clark & Pung 1994), foi proposto (Brisse et al., 2001), no qual, os tamanhos dos 

fragmentos polimórficos dos produtos amplificados para esses alvos foram 

adequados para a atribuição de T. cruzi dentro de cada DTU. Entretanto, atribuições 

baseadas pela ausência do que pela presença destes produtos de PCR, são 

problemáticas; para isso, um conjunto alternativo de critérios torna-se mais favorável 

para a obtenção de um método padrão ouro de tipagem (Zingales et al., 2012). 

Outras estratégias que utilizam combinações de genes, como os loci que 

codificam a proteína Heat shock 60 (HSP60), isomerase glicose-6-fosfato (GPI) e 
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Citocromo oxidase II (COII), têm sido utilizadas para caracterizar as seis DTUs de T. 

cruzi (D’Ávila et al., 2009; Lewis et al., 2009). 

As relações evolutivas entre as DTUS são entendidas parcialmente, e 

dependendo do número e da natureza dos genes analisados, o cenário pode mudar. 

A técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST)  é considerada padrão ouro para 

os estudos populacionais de T. cruzi, sendo capaz de descrever as relações inter-

DTUs e a diversidade intra-DTUs, bem como a presença de eventos de 

recombinação genética (Yeo et al., 2011). A técnica de MLST é usada em estudos 

sobre estruturas populacionais e diversidade de patógenos (Yeo et al., 2011; 

Matsumura 2013; Jelocnik et al., 2019).  

Similiar ao MLST, Llewellyn e colaboradores (2009) implementaram uma 

metodologia baseada no Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) , a partir de um 

painel de 48 marcadores de microssatélites polimórficos (repetições em tandem de 2 

a 6 nucleotídeos) dispersos no genoma nuclear do parasito. Esta técnica é uma 

alternativa rápida e prática, mas requer a inclusão de sequenciamento de DNA que, 

assim como o MLST, gera um aumento de custos. 

Outra abordagem para genotipar DTUs é a análise complexa por Restriction 

Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) de polimorfismos genéticos presentes 

em 12 loci (Rozas et al. 2007) ou em apenas três loci (24Sα rDNA, HSP60 e GPI) 

(Lewis et al., 2009), sendo que essas combinações permitem identificar as 

cepas/isolados TcI, TcII, TcIII e TcIV, porém não são capazes de separar os grupos 

TcV de TcVI (Lewis et al., 2009; Cosentino & Agüero 2012). A maior limitação desta 

técnica é a complexidade da análise. 

Vago e colaboradores (2000) desenvolveram o ensaio de Low-Stringency 

Single-Specific Primer (LSSP-PCR) que permite obter a caracterização genética de 

T. cruzi diretamente de tecidos infectados com o parasito. Esta técnica foi baseada 

na amplificação por PCR das regiões variáveis do kDNA de T. cruzi, denominada 

LSSP-PCR, que fornece uma “assinatura de kDNA” específica e altamente 

reprodutível.  

A utilização da nested PCR também é utilizada para a tipagem de T. cruzi e 

pode ser aplicada em amostras biológicas (Marcet et al., 2006; Cardinal et al., 2008) 

e clínicas (Burgos et al., 2007, 2010; Moreira & Ramirez 2019); por outro lado é uma 

técnica complexa que necessita de três etapas ou mais para confirmar a DTU. 
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Ensaios multiplex de PCR em Tempo-Real utilizando sondas TaqMan vêm sendo 

aperfeiçoados (Duffy et al., 2009). 

Outro método que vem sendo desenvolvido é baseado em fragmentos de 

DNA barcode marcados com fluorescência para a detecção de produtos de PCR 

relacionados aos quatro domínios de rDNA (Hamilton et al., 2011). Esta técnica foi 

capaz de diferenciar várias espécies de tripanosomatídeos oriundos de mamíferos 

da América do Sul. Algumas DTUs de T. cruzi (incluindo Tcbat) puderam ser 

facilmente identificadas, contudo TcV e TcVI não foram distinguidas de TcIII e TcII, 

respectivamente. 

Como descrito nos paragráfos anteriores, métodos diretos de genotipagem 

para identificar as DTUs estão disponíveis para uso difundido nas áreas endêmicas, 

e pesquisas estão em progresso visando otimizar a sensibilidade e tornar mais 

simples o manuseio das técnicas, para que estas possam ser cada vez mais 

facilmente aplicadas diretamente em amostras clínicas e biológicas. 

1.3  Fases e formas clínicas da doença de Chagas 

A DC é caracterizada pelo amplo espectro de desfechos clínicos, variando em 

severidade desde infecções assintomáticas, até as formas graves relacionadas aos 

danos cardíacos, assim como do trato digestivo (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda 

2003, Dias 2006, Coura 2007). A doença é também conhecida como 

tripanossomíase americana e apresenta duas fases: a aguda e a crônica, sendo esta 

classificada em indeterminada (ou assintomática) e determinada (podendo se 

apresentar na forma cardíaca, digestiva ou mista) (Dias et al., 1956, WHO 2021). 

A fase aguda da DC, de curta duração é caracterizada por alta parasitemia e 

elevadas concentrações de IgM anti-T. cruzi, reveladas por exames sorológicos e é 

geralmente oligossintomática. Em alguns casos, após o período de incubação de 1-2 

semanas (na transmissão oral este período varia de 3 a 22 dias) (Brasil 2009), o 

paciente pode desenvolver febre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, inflamação 

no local da inoculação, e ocasionalmente, edema palpebral classicamente conhecido 

como sinal de Romaña (Rassi et al., 2000, Coura & Borges-Pereira 2010). A fase 

aguda pode persistir no intervalo de 4-12 semanas após a infecção inicial e pode ser 

facilmente confundida com viroses ou outras infecções inespecíficas. Cerca de 1-5% 

dos indivíduos na fase aguda desenvolvem a miocardite aguda difusa, com edema 

intertiscial, hipertrofia das fibras miocardiais e dilatação das cavidades cardíacas e 
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encefalite. Este agravamento da doença tende a ocorrer mais frequentemente 

quando o indivíduo se infecta através da via oral (Coura & Viñas 2010; Shikanai-

Yasuda & Carvalho 2012; Dias et al., 2016; Barreto de Albuquerque et al., 2018).  

A maioria dos pacientes segue gradativamente para a fase crônica, 

caracterizada por uma parasitemia subpatente associada a um longo período de 

latência que é inicialmente assintomático (forma indeterminada), no qual cerca de 

70% dos indivíduos infectados pelo T. cruzi permanecem sem evidências de danos 

cardíaco, esofágico e/ou cólon por toda a vida, constatados por exames 

eletrocardiográficos e/ou radiológicos normais. Em cerca de 10-30 anos da fase 

crônica, 20-30% dos pacientes evoluem para a forma cardíaca caracterizada por um 

intenso processo inflamatório, gerado pelo desbalanço da resposta imune e a 

persistência do parasito (Marin-Neto et al., 2007); e cerca de 10% estão em risco de 

desenvolver manifestações clínicas severas, tais como anormalidades do miocárdio, 

neurológicas e gastrointestinais, estando associadas à morbimortalidade e 

diminuição na qualidade de vida (Acquatella 2007; Coura & Borges-Pereira 2011; 

Rassi et al., 2012). 

Uma vez estabelecida a CCC, o prognóstico é sombrio, uma vez que é um 

processo progressivo. Rassi e cols. 2006 desenvolveram um “score para 

classificação de risco” que auxilia na identificação de pacientes com alto risco de 

progressão da CCC. Esta classificação é baseada na capacidade funcional, gênero, 

aumento do volume cardíaco, anormalidades no movimento da parede, baixa 

voltagem no eletrocardiograma (ECG) e a presença de taquicardia ventricular não 

sustentada. Vale ressaltar que a forma cardíaca concentra as mortes atribuídas a 

esta doença, seja por insuficiência cardíaca (IC), morte súbita ou evento embólico, 

com grande impacto social e médico-trabalhista (Rassi et al., 2010; Andrade et al., 

2011; Nunes et al., 2013; Martins-Melo et al., 2014b). 

Segundo dados da literatura e ao Consenso Brasileiro para Doença de 

Chagas de 2015 (Dias et al., 2016; Healy et al., 2015), a forma crônica cardíaca é 

classificada em quatro estágios: Estágio A: ECG com alterações típicas da doença e 

função sistólica global e segmentar do ventrículo esquerdo (VE), ao ecocardiograma 

(ECO), normais. Estágio B: ausência de clínica de IC, com ECG alterado e função 

sistólica global e/ou segmentar do VE alteradas no ECO. Este grupo é subdividido 

em: B1 e B2, de acordo com a fração de ejeção (FE) do ventrículo esquerdo, sendo 

que em B1, a FE>45% e em B2, a FE<45%. Estágio C: clínica compatível com IC 
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presente ou no passado, com ECG e ECO alterados. Estágio D: alterações de ECG, 

ECO e IC refratária ao tratamento clínico (Figura 1.3) (Dias et al., 2016). Este foi o 

sistema de classificação utilizado no presente estudo. Esta estratificação torna mais 

simples o acompanhamento do paciente e torna mais operacional o manejo do 

tratamento clínico (CONITEC/MS- PCDT 2018). 

 

 

Figura 1.3: Algoritmo para avaliação do indivíduo com doença de Chagas a 

partir do eletrocardiograma (ECG) convencional. BIRD = bloqueio incompleto de 

ramo direito; BDAS = Bloqueio divisional anterossuperior; BAV = bloqueio 

atrioventricular; ST-T = segmento ST-T; BCRD = bloqueio completo do ramo direito; 

EV = extrassístole ventricular; T = onda T; FC = frequência cardíaca; TVNS = 

taquicardia ventricular não sustentada; FA = fibrilação atrial; BAVT = bloqueio 

atrioventricular total; BRE = bloqueio de ramo esquerdo; FEVE = fração de ejeção de 

ventrículo esquerdo; ICC = insuficiência cardíaca congestiva; ECO = 

ecocardiograma; IC = insuficiência cardíaca. 

Fonte: Dias et al., 2016. 
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1.4  Diagnóstico da doença de Chagas 

1.4.1. Diagnóstico parasitológico e sorológico 

O diagnóstico da DC depende da fase na qual o paciente se encontra. Na 

fase aguda, onde a parasitemia é alta, o método parasitológico direto que consiste 

na busca por parasitos presentes no sangue periférico, através da microscopia, é 

recomendado para a detecção de tripomastigotas, através do exame de sangue a 

fresco, esfregaço e gota espessa (Kirchoff & Rassi 2013). A sensibilidade pode ser 

ainda aumentada com o uso de técnicas de concentração, tais como os métodos de 

microhematócrito ou Strout (dupla centrifugação) (Strout 1962), normalmente usados 

para as infecções congênitas, assim como nos casos de reativação causada por 

imunossupressão durante a fase crônica. 

Na fase crônica da DC, caracterizada por uma parasitemia subpatente e a 

liberação intermitente das formas tripomastigotas na corrente sanguínea (Ordóñez et 

al., 2020), como resultado da intensa produção de anticorpos contra o parasito, os 

métodos parasitológicos indiretos baseados na proliferação de parasitos em insetos 

vetores, como o xenodiagnóstico, ou em sistemas de cultura in vitro (hemocultivo), 

vinham sendo usados com frequência (Santos et al., 1995; Castro et al., 2006). Não 

obstante, hoje em dia, o xenodiagnóstico é raramente empregado, pois a sua 

realização só pode ocorrer em centros de referência onde os triatomíneos são 

alimentados, e a técnica de hemocultivo tem sido empregada para o isolamento de 

parasitos, com outras finalidades (Bern et al., 2011). A inoculação de camundongos 

com sangue de pacientes ou com as fezes de triatomíneos após o xenodiagnóstico é 

uma outra alternativa, raramente usada (Oliveira et al., 1993). Os métodos 

parasitológicos indiretos geram sensibilidades baixas e variáveis, em torno de 20% 

quando aplicados no diagnóstico de fase crônica, além de serem altamente 

dependentes da habilidade e experiência do operador. Se o teste for repetido, a 

probabilidade de detecção aumenta até 60% de sensibilidade, mas quando se trata 

de pacientes com parasitemias muito baixas, mesmo as análises sucessivas trarão 

resultados negativos (Cerisola et al., 1971). 

Assim, o diagnóstico durante a fase crônica é essencialmente realizado por 

testes sorológicos baseados na detecção de anticorpos IgG anti-T. cruzi. As técnicas 

sorológicas convencionais, como, imunofluorescência indireta (IFI), hemaglutinação 

indireta (IHA) e ensaios imunoenzimáticos (ELISA), utilizam o parasito inteiro ou 
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lisados de antígenos parasitários (Kirchoff & Rassi 2013). Em razão da (i) 

especificidade subótima dos testes sorológicos convencionais, (ii) inexistência,  nos 

dias atuais, de um teste disponível que apresente 100% de sensibilidade, além da 

(iii) ausência de um padrão de referência; a recomendação atual da WHO/OPAS é o 

emprego simultâneo de pelo menos dois testes sorológicos que utilizem princípios 

técnicos distintos, para a definição do diagnóstico durante a fase crônica da DC 

(OPAS 2020). No caso da discrepância de resultados entre os dois testes, um 

terceiro deve ser realizado para confirmar ou descartar a infecção. Discrepâncias 

são frequentemente reportadas devido à reação cruzada com outros 

tripanosomatídeos, incluindo Leishmania spp (OPAS 2020). 

Testes sorológicos não-convencionais, baseados em princípios diferentes, 

também têm sido empregados para o diagnóstico da DC crônica. Estes testes fazem 

uso de antígenos purificados e/ou recombinantes (Umezawa et al., 2003), peptídeos 

sintéticos (Mucci et al., 2017), e matrizes antigênicas que têm como base, proteínas 

quiméricas, compostas por fragmentos repetitivos e conservados de aminoácidos 

imunodominantes de várias proteínas de T. cruzi (Del-Rei et al., 2019). Os ensaios 

imunológicos recombinantes são comercializados e podem usar formatos de 

detecção com sensibilidades elevadas, sendo o mais empregado, a detecção por 

quimioluminescência (Abras et al., 2016). Apesar da maior sensibilidade, 

concomitante ao ganho de especificidade da sorologia não-convencional, a ampla 

heterogeneidade de antígenos observada entre as distintas linhagens de T. cruzi, 

pode levar à uma diminuição da sensibilidade/especificidade, que é diretamente 

dependente da escolha dos antígenos a serem empregados (Flores-Chávez et al., 

2010; Zingales 2017). Desta forma, a fim de evitar qualquer interferência no 

desempenho do teste diagnóstico a ser aplicado em distintas regiões nas Américas, 

estes antígenos devem ser conservados para poderem encobrir a elevada 

diversidade das linhagens genéticas do parasito. É reconhecido, que a diversidade 

antigênica de T. cruzi é um fator importante que pode levar à uma redução na 

concordância entre os resultados de diferentes testes comerciais, quando aplicados 

em cenários epidemiológicos distintos (Majeau et al., 2021). 

1.5  Diagnóstico molecular 

Ferramentas de diagnóstico acuradas e marcadores de resposta 

parasitológica ao tratamento são prioridades na pesquisa e desenvolvimento em DC 
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(Porrás et al., 2015). Desde os anos 90, a PCR vem sendo utilizada como 

ferramenta molecular por conta da sua elevada sensibilidade e especificidade para a 

detecção do DNA de T. cruzi e com potencial aplicação no monitoramento de 

quimioterapia tripanocida (Moser et al., 1989; Ávila et al., 1993; Britto et al., 1995). A 

PCR é um método de detecção rápida e tem se tornado de uso frequente no 

diagnóstico molecular da DC durante os últimos anos (Britto 2009; Balouz et al., 

2017). 

Devido à sua maior sensibilidade e rapidez na geração de resultados, 

comparada aos métodos parasitológicos clássicos (Gomes et al., 1999), ensaios 

baseados na PCR têm demonstrado serem úteis para o diagnóstico precoce de 

transmissão congênita em recém nascidos (Schijman et al., 2003; Bua et al., 2013; 

Cura et al., 2017), no diagnóstico de infecção via oral (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 

2012; de Noya et al., 2015a,b), para a detecção prévia de infecção aguda em 

receptores de órgãos transplantados de doadores infectados (Diez et al., 2007; Cura 

et al., 2013), para o monitoramento de reativação em pacientes crônicos 

imunossuprimidos devido a transplantes de órgãos ou infecção por HIV (Burgos et 

al., 2010; de Freitas et al., 2011), assim como para a avaliação da resposta ao 

tratamento, uma vez que a conversão sorológica (negativação) em pacientes 

crônicos tratados , pode levar décadas para ocorrer (Rassi et al., 2012; Schijman 

2018; CDC 2019). 

Diferentes combinações de alvos moleculares, conjuntos de iniciadores, 

métodos de extração de DNA e plataformas de amplificação de DNA vêm sendo 

relatadas com graus variáveis de sensibilidade, especificidade e acurácia. Com a 

finalidade de identificar aqueles protocolos de melhor desempenho, o Programa 

Especial para Pesquisa e Treinamento em Doenças Tropicais (TDR-WHO) apoiou, 

em 2009, um estudo comparativo internacional para a detecção de DNA de T. cruzi 

em amostras de sangue periférico (Schijman et al., 2011). Neste estudo, foi avaliado 

o desempenho de 48 protocolos baseados na PCR, a partir de um painel cego 

contendo DNAs de diferentes cepas do parasito, amostras de sangue soronegativas 

e sangue periférico de pacientes soropositivos. Após as análises de sensibilidade e 

especificidade, quatro métodos com as melhores performances foram selecionados 

para a padronização e validação internacional. Estas análises foram fundamentadas 

tendo como alvos de amplificação, as sequências altamente repetitivas de DNA 

satélite (SatDNA) ou de minicírculos do DNA de kDNA, ao passo que outros 
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métodos que tiveram como alvos sequências nucleares, tais como 18S rDNA, 24S 

rDNA ou as regiões intergênicas de spliced-leader, não alcançaram sensibilidades 

satisfatórias para aplicação diagnóstica na fase crônica da DC (Schijman et al., 

2011). 

Durante a fase crônica, a PCR gera resultados positivos em 40 a 70% dos 

pacientes que foram diagnosticados previamente por sorologia convencional, e essa 

variação na positividade é dependente do grau de parasitemia, volume da amostra, 

método de purificação do DNA, região alvo a ser amplificada, as características das 

populações de estudo e a elevada variabilidade genética observada entre as DTUs 

do parasito (Schijman et al., 2003; Britto 2009; Ramírez et al., 2009; Brasil et al., 

2010; Schijman 2018). Diferentes protocolos baseados na PCR foram usados para 

avaliar sensibilidade e especificidade em amostras de sangue periférico de 

pacientes portadores da DC crônica, e em geral, a sensibilidade alcançada foi mais 

baixa, comparada aos testes sorológicos (revisto por Schijman 2018). Nesse 

contexto, para os pacientes com DC crônica, os métodos de detecção com base 

molecular apresentam um valor diagnóstico limitado, já que possuem sensibilidades 

significativamente mais baixas do que os testes baseados em sorologia (Brasil et al., 

2010; Schijman et al., 2011). Ressalta-se aqui que a positividade da PCR confirma a 

presença do parasito em uma determinada amostra, porém, devida à escassez e 

intermitência de parasitos circulantes, características da fase crônica da doença, um 

resultado de PCR negativo não exclui a infecção (Britto 2009). 

No caso de resultados inconclusivos dos testes sorológicos, a Diretriz 

Brasileira para o Diagnóstico da Doença de Chagas crônica determina que seja 

realizada a metodologia da PCR para a confirmação dos resultados (MS 2005). Um 

estudo recente realizado na Colômbia para determinar o grau de concordância entre 

testes sorológicos e a PCR, aplicados em 658 doadores de sangue, demonstrou 

uma maior sensibilidade do ensaio molecular (1,8%) comparado ao uso simultâneo 

de dois kits comerciais baseados no ensaio de ELISA (0,3%), os quais 

demonstraram 100% de especificidade. Todas as amostras soropositivas foram 

detectadas pela PCR (García et al., 2021). 

A PCR tem sido valorizada para aplicação no monitoramento da eficácia de 

tratamento tripanocida, e um resultado positivo ao final do uso da droga indica falha 

terapêutica, neste caso (Molina et al., 2014). A PCR quantitativa em tempo-real 

(qPCR) foi desenvolvida possibilitando a detecção e quantificação do DNA 
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parasitário a partir de amostras clínicas, através do uso de corantes intercalantes ou 

sondas marcadas, na presença de curvas padrão com concentrações conhecidas do 

parasito (Piron et al., 2007; Duffy et al., 2009, 2013; Moreira et al.; 2013). Esta 

metodologia, assim como a PCR convencional, apresenta níveis variáveis de 

confiabilidade analítica, especificidade e sensibilidade (Piron et al., 2007; Duffy et al., 

2009; Qvarnstrom et al., 2012), fazendo com que sua aplicação na rotina clínica 

requeira estudos prévios de validação analítica e clínica (Burgos et al., 2010, 

Schijman et al. 2011). 

Desta forma, após a padronização e validação analítica (Ramírez et al., 

2015), protocolos de qPCR baseados nos sistemas SybrGreen ou TaqMan em 

formato duplex, direcionados para a amplificação de DNA nuclear satélite (SatDNA) 

ou moléculas de minicírculos do kDNA de T. cruzi, incluindo um controle interno de 

amplificação, têm sido frequentemente usados, particularmente para o 

monitoramente de tratamento tripanocida (Duffy et al., 2013; Moreira et al., 2013). 

Duffy e colaboradores (2009), aprimoraram o sistema qPCR TaqMan originalmente 

desenvolvido por Piron e colaboradores (2007), incluindo um controle interno de 

amplificação, o  Controle Interno de Amplificação (IAC) ; um plasmídeo linearizado 

contendo uma sequência de Arabidopsis thaliana, que pode ser usado em formato 

duplex, simultaneamente ao alvo de detecção de T. cruzi (Duffy et al., 2009, 2013). 

Assim, a qPCR duplex usando sondas de hidrólise (sistema TaqMan) tem a 

vantagem de possibilitar o uso de um controle interno para checar a qualidade do 

DNA e/ou inibição da reação de PCR, em um mesmo tubo de reação, o que não 

pode ser realizado usando SybrGreen ou outros corantes intercalantes de DNA. 

Nos ensaios de qPCR duplex padronizados, a sensibilidade analítica para o 

alvo kDNA foi um pouco mais alta do que a observada para a qPCR-SatDNA, sendo 

os limites de detecção de 0,234 e 0,698 equivalentes de parasitos (Eq. 

parasitos)/mL, respectivamente. Nestes ensaios foi observada uma elevada 

concordância entre os dois protocolos, quando foram usados painéis de proficiência 

e amostras clínicas obtidas de pacientes, previamente diagnosticados por testes 

sorológicos (Ramírez et al., 2015). Curiosamente, a qPCR para o satDNA foi menos 

sensível do que o alvo de kDNA em cepas TcI de T. cruzi, o que indica uma 

dosagem mais baixa das repetições de DNA satélite em seus genomas (Ramírez et 

al., 2015; Duffy et al., 2009). De acordo com Seiringer e colaboradores (2017), o uso 

de dois métodos simultâneos, um direcionado para o kDNA e o outro para o satDNA, 
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deve ser estimulado para gerar um diagnóstico mais acurado (Seiringer e cols., 

2017). Essa proposta foi aplicada em um estudo prospectivo de quimioterapia com 

Benznidazol para monitorar pacientes com DC crônica e um único resultado positivo 

entre os dois testes já foi considerado como falha terapêutica (Álvarez et al., 2017). 

Em áreas onde Trypanosoma rangeli pode ser a causa de diagnósticos 

conflitantes com T. cruzi, a utilização de qPCR para a amplificação de kDNA pode 

levar a resultados falso-positivos, devido ao fato dos iniciadores e sondas anelarem 

em regiões altamente conservadas das moléculas de minicírculos, que estão 

presentes em ambos os tripanosomatídeos. Mesmo considerando que o alvo 

satDNA também detecte DNA de T. rangeli, tem sido proposto o uso da qPCR 

direcionada para as sequências de DNA satélite presentes no genoma nuclear, nas 

áreas de co-existência de ambas as espécies de parasitos, visto que T. rangeli 

apresenta números reduzidos de cópias dessas sequências, comparado ao T. cruzi 

(Guhl & Vallejo 2003; Schijman 2018). 

Em comparação a PCR convencional (qualitativa), o ensaio de qPCR fornece 

resultados quantitativos em um tempo menor e é mais adequado quando se quer 

aumentar a escala de produção de resultados, pois não necessita da etapa posterior 

de eletroforese para a visualização dos produtos amplificados em gel de agarose. 

No cenário de diagnóstico clínico, o uso de qPCR em substituição à PCR 

convencional está relacionado à disponibilidade do equipamento, considerando o 

custo maior dos termocicladores em tempo real comparado aos convencionais 

(Alonso-Padilla et al., 2017). 

Uma metodologia alternativa de amplificação de ácidos nucleicos que vem 

sendo explorada, a técnica de Loop-mediated amplification (LAMP). Neste caso, por 

conta da amplificação ser isotérmica (sem alternância de temperaturas), não requer 

o uso de termocicladores, e sim de um termobloco ou banho-maria e também, não 

necessita de equipamento de imagens para a leitura de resultados; uma vez que o 

resultado é visual, a olho nu, podendo ser monitorado em tempo-real pela medida de 

turbidade ou fluorescência com o uso de corantes intercalantes (Notomi et al., 2000; 

Mori et al., 2001; 2013; James & Macdonald 2015). A técnica de LAMP é capaz de 

amplificar o DNA em 30-60 minutos de incubação à uma temperatura entre 60 a 

65ºC, utilizando um complexo de diferentes iniciadores, através da síntese de DNA 

por deslocamento das cadeias com o uso da DNA polimerase Bst (Schijman 2018). 

Os reagentes para o LAMP são estáveis à temperatura ambiente até 37 ºC, evitando 
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a necessidade de uma cadeia de frio (Njiru et al., 2008). Um kit comercial baseado 

em LAMP, para a detecção de satDNA de T. cruzi em amostras de sangue humano, 

forneceu elevada sensibilidade em pacientes com DC aguda, congênita e em casos 

de reativação, porém foi menos sensível na DC crônica, em concordância com a 

qPCR-SatDNA realizada nas mesmas amostras (Besuschio et al., 2017, 2020). 

Devido às suas propriedades intrínsecas, a metodologia de LAMP é mais adequada 

para laboratórios com recursos limitados, comparada por exemplo, aos ensaios 

baseados na PCR. 

Perfis de Produto Alvo (Target Product Profiles ou TPPs) para o diagnóstico 

molecular da DC têm sido propostos e foram direcionados para os casos agudos, 

congênitos, para a fase crônica e para o monitoramento de resposta ao tratamento 

tripanocida (Pinazo et al., 2014; Porrás et al., 2015). Estes TPPs levaram em 

consideração: (i) as necessidades “mínimas” e “ótimas” que foram relacionadas com 

as características epidemiológicas dos pacientes e os grupos clínicos, (ii) 

sensibilidade e especificidade do ensaio diagnóstico, (iii) volume da amostra, (iv) os 

tipos de espécimes clínicas, (v) as condições de conservação, transporte e 

estocagem, (vi) a infraestrutura necessária, (vii) o grau de habilidade técnica dos 

operadores, e (viii)  a necessidade de reportar resultados qualitativos ou 

quantitativos e a genotipagem do parasito (Schijman 2018). 

A necessidade de se desenvolver testes diagnósticos de ponto de 

atendimento (point-of-care, POC) tem sido destacada nos últimos anos. Estes 

ensaios deveriam conter insumos estáveis para a coleta de amostras e a habilidade 

de realização dos testes nas condições climáticas prevalecentes. Métodos de 

extração de DNA mais simples e mais rápidos ainda são necessários para aplicação 

no diagnóstico molecular no ponto de atendimento. Estudos de campo são 

essenciais para estabelecer o potencial das estratégias POC para o diagnóstico de 

infecção aguda pelo T. cruzi, incluindo a transmissão congênita (Benatar et al., 

2017). Neste sentido, a coleta de gota de sangue em papel-filtro para uso como 

“spots” de sangue seco, frequentemente empregado na triagem neonatal de 

doenças genéticas, como discutido por Besuschio et al. (2020), seria interessante 

para dar suporte aos ensaios de diagnóstico molecular de ponto de atendimento na 

DC. Para aplicações em saúde pública, algumas características de ensaios 

diagnósticos devem ser levadas em consideração, tais como: baixo custo, 
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procedimentos simples para fabricação e distribuição, produção sustentável e 

requerimentos para abastecimento (Schijman 2018). 

A detecção molecular de T. cruzi também é frequentemente abordada em 

estudos eco-epidemiológicos (Bern et al., 2011), considerando que para a grande 

maioria de animais reservatórios, existe uma disponibilidade reduzida de 

ferramentas sorológicas desenhadas especificamente para identificar anticorpos 

produzidos contra o parasito. Como resultado, a detecção molecular em 

reservatórios e insetos vetores torna-se necessária para a melhor compreensão dos 

ciclos domésticos, peri-domésticos e silvestres do T. cruzi, bem como suas 

naturezas sobrepostas ou não sobrepostas, podendo por fim se traduzir em uma 

melhor implementação de programas de controle vetorial em áreas endêmicas da 

DC (Tarleton et al., 2007; Sosa-Estani & Segura 2015). 



 

27 

 

1.1 Tratamento antiparasitário 

O tratamento de pacientes infectados, com drogas tripanocidas, tem sido 

promovido para reduzir morbidade e mortalidade associadas com a DC (Marin-Neto 

et al., 2007). Os compostos nitroheterocíclicos Benznidazol (BNZ) (Richle, 1973), um 

nitroimidazol e Nifurtimox (Nif) (Bock et al., 1969), um nitrofurano, foram 

desenvolvidos há mais de quatro décadas e demonstraram ser altamente efetivos na 

fase aguda, na DC congênita e na fase crônica recente da doença (Sales et al., 

2017). Os principais benefícios esperados do tratamento são a redução da 

parasitemia e da reativação da doença, melhora dos sintomas clínicos, aumento da 

expectativa de vida, redução de complicações clínicas (tanto na fase aguda quanto 

na crônica) e aumento da qualidade de vida (Bern 2011; Rassi et al., 2010; 

CONITEC/MS- PCDT 2018). Porém, o tratamento requer longos períodos de 

administração e é contra-indicado em casos insuficiência renal e/ou hepática, sendo 

que a eficácia também varia de acordo com: (i) a idade e estado imunológico do 

paciente, (ii) a cepa do parasito e (iii) a fase da doença, uma vez que na fase crônica 

tardia, esse medicamento possui baixos índices de cura (8 - 30%) (Coura & De 

Castro, 2002; Bern, 2011; Jannin & Villa, 2007). 

Estudos recentes realizados com adultos na fase crônica da doença , 

demonstraram menor eficácia do tratamento etiológico e efeitos adversos 

frequentes. Cerca de 53% dos pacientes tratados com BNZ apresentam algum efeito 

colateral; enquanto que para o tratamento com Nif esse número pode chegar a 85% 

(Morillo et al., 2015; 2017; CONITEC/MS 2018). As poucas publicações avaliando o 

uso do Nif, e também devido a maior ocorrência de eventos adversos, fazem com 

que seu uso não seja recomendado no Brasil (Dias et al., 2016). Contudo, este 

fármaco pode ser considerado em casos excepcionais quando demonstrarem maior 

benefício, como em crianças, adolescentes e adultos jovens com infecção recente e 

intolerância ao BNZ. Uma das limitações do tratamento com BNZ está associada à 

presença de reações adversas. Dos pacientes tratados, 53% apresentam reações 

adversas e aproximadamente 16% abandonam o tratamento devido aos efeitos 

tóxicos do fármaco, como dermatites alérgicas, anorexia e perda de peso, náusea e 

vômito (Pérez-Molina & Molina 2018). 

No Brasil, a dose preconizada de BNZ é de 5 a 7 mg/kg/dia (comprimidos de 

100 mg), dividida em duas ou três tomadas diárias, mantida por 60 dias, sendo este 
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esquema fruto de estudos realizados ao final da década de 70 (Ferreira 1976). Esta 

mesma dosagem é a que vem sendo recomendada de maneira sistemática até o 

presente momento. Porém, dados de estudos pré-clínicos e de farmacocinética 

populacional, sugerem que a dose de BNZ poderia ser aperfeiçoada, fixando a dose 

máxima diária em 300 mg e estendendo-se o tempo do tratamento, em dias, de 

acordo com o peso do indivíduo (Dias et al., 2016). Os resultados preliminares do 

BENDITA (Benznidazole New Doses Improved Treatment and Associations), ensaio 

randomizado, duplo-cego, de fase II, controlado por placebo e realizado na Bolívia, 

entre 2016 e 2018, em adultos com DC na fase crônica, apontam que, mesmo com a 

redução do tempo de tratamento (de 8 para 2 semanas) e da dose administrada (de 

300 para 150 mg), o BNZ ainda é capaz de reduzir a carga parasitária, sem 

apresentar efeitos colaterais e com menores taxas de descontinuação do tratamento 

(Torrico et al., 2021). O estudo MULTIBENZ (Multibenz 2017) iniciado em 2018 e 

ainda não concluído, também foi desenhado com o intuito de esclarecer a eficácia e 

segurança de uma dose sub-ótima de BNZ em adultos na fase crônica da DC de 

quatro países diferentes: Argentina, Brasil, Colômbia e Espanha (Molina-Morant et 

al., 2020). 

Uma vez que a criança é diagnosticada com a DC, esta deve ser tratada com 

10-15 mg/kg/dia de BZN em duas ou três doses por 60 dias, sendo que é um 

esquema com boa tolerância. Atualmente foi desenvolvida a formulação pediátrica 

de 12,5 mg em comprimido solúvel, podendo este ser dissolvido em água, suco de 

laranja ou leite (Dias et al., 2016). 

O tratamento também é indicado para bebês, quando diagnosticados 

positivos para a DC, ainda no seu primeiro ano de vida, podendo chegar a 100% de 

cura nestes casos (de Andrade et al., 1996; Russomando et al., 1998; Altcheh et al., 

2014). O tratamento de mulheres em idades férteis tem sido indicado para prevenir a 

transmissão congênita (Fabbro et al., 2014; Murcia et al., 2017). Porém, o seu uso 

na fase crônica ainda é questionável, considerando que o fármaco pode reduzir a 

parasitemia, mas não têm ação comprovada na melhora da função cardíaca (Pecoul 

et al., 2016; Rassi et al., 2017; Morillo et al., 2015). . Apesar das discretas taxas de 

cura na fase crônica e todo o debate acerca do tratamento, as recomendações 

atuais defendem o tratamento para os pacientes crônicos desde que as vantagens 

do tratamento superem as desvantagens, mediante a avaliação do perfil do paciente 

(Rassi et al., 2017; CONITEC/MS- PCDT 2018). Este consenso é baseado 
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principalmente na redução da progressão clínica, a longo prazo, observada em 

pacientes tratados com BNZ, após um acompanhamento médio de 10 anos (Viotti et 

al., 2006). Entretanto na fase crônica com manifestação digestiva, a fisiopatologia da 

doença aponta para uma provável ausência de efeitos do tratamento antiparasitário 

na evolução natural da doença digestiva (Bern et al., 2007; 2011). O tratamento de 

indivíduos assintomáticos é recomendado para pacientes abaixo dos 50 anos (Bern 

et al., 2007, Andrade et al., 2011). 

A imunossupressão associada à co-infecção por HIV representa um fator de 

risco importante para a reativação da DC (Bern 2015), caracterizada pelo aumento 

da parasitemia, semelhante ao que ocorre na fase aguda, decorrente da 

incapacidade do sistema imune controlar a infecção (Sartori et al., 2007). Os 

medicamentos antiparasitários podem exercer efeito no manejo, no controle e na 

prevenção da reativação, apesar das evidências limitadas. Deve-se considerar o 

status imunológico do paciente, devido ao risco aumentado para síndrome 

inflamatória de reconstituição imunológica (CONITEC/MS 2018). Em pacientes 

transplantados e com reativação da doença, o tratamento é indicado (Dias et al., 

2016). 

Para as gestantes com quadro clínico agudo grave (miocardite ou 

meningoencefalite) de DC, o tratamento deve ser realizado independentemente da 

idade gestacional, devido à alta morbimortalidade materna. Uma vez que o número 

de casos relatados de tratamento na gestação é pequeno, evidências de 

malformações nos neonatos são escassas. Entretanto, existe um alto risco de 

transmissão congênita da doença (entre 22 a 71%), com potencial impacto na saúde 

dos neonatos afetados, fato que reforça a importância da triagem pré-natal em 

contextos de maior vulnerabilidade para a DC. Assim, é recomendado o tratamento 

com BNZ em gestantes com DC aguda, preferencialmente a partir do segundo 

trimestre de gestação, quando o risco de malformações parece ser menor 

(CONITEC/MS 2018). Em gestantes portadoras da DC na fase crônica, o tratamento 

não deve ser realizado, uma vez que o risco de transmissão congênita é baixo 

(Rassi et al., 2010). 

1.7 Resposta imune, citocinas e patogenia da doença de Chagas 

Vários estudos vêm abordando uma questão importante sobre quais eventos 

direcionam a evolução clínica diferencial da DC, porém, como esperado, a resposta 
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é multifatorial (Fuenmayor et al., 2005; Cunha-Neto et al., 2006; Krettli 2009; Dutra et 

al., 2014). Visto que a doença é resultante de uma interação complexa entre parasito 

e hospedeiro, é natural (e necessário) considerar fatores relacionados a ambos para 

melhor compreender a patogênese da DC, não sendo, portanto, uma tarefa simples. 

A seguir, são apresentadas as teorias relacionadas ao desenvolvimento da patologia 

e resposta imune associada com a patologia ou com a proteção de progressão da 

doença. 

Quatro hipóteses foram formuladas buscando explicar o desenvolvimento de 

lesões severas nos tecidos de um paciente com DC, principalmente as lesões no 

coração, sistema nervoso periférico e tubo digestivo (revisto por Teixeira et al., 

2011). Seriam elas: (i) dano tecidual causado diretamente pelo parasito (persistência 

do parasito); (ii) resposta inflamatória elevada; (iii) dano microvascular; e (iv) 

disfunção autonômica. Evidências indicam que o infiltrado inflamatório é o principal 

efetor do dano cardíaco (Bocchi et. al., 2017). 

A lise de células infectadas parece ser mais relevante durante a fase aguda, 

quando os parasitos são abundantes. Em modelo murino experimental durante a 

infecção crônica, apesar de existir uma correlação direta entre carga 

parasitária/parasitemia e progressão da cardiomiopatia; em humanos, mesmo com a 

persistência da parasitemia de baixo-grau no tecido cardíaco, esta associação ainda 

não foi evidenciada (Marinho et al., 1999; Marin-Neto et. al., 2007; Lannes-Vieira et 

al., 2009; Melo et. al. 2015; Rodrigues-dos-Santos et. al. 2018). 

Evidencia-se as hipotéses da persistência do parasito no hospedeiro como 

causa fundamental da patologia, e a da resposta inflamatória elevada (autoimune), 

como sendo responsável pelo dano tecidual observado nos órgãos afetados de 

pacientes acometidos pela DC, decorrente de uma resposta imune exacerbada 

contra antígenos próprios do hospedeiro (Kierszenbaum 2005; Hyland & Engman 

2006; Dutra & Gollob 2008). 

A teoria da persistência do parasito é apoiada pela evidência da presença de 

T. cruzi em áreas lesionadas do miocárdio (Fuenmayor et al., 2005). As técnicas de 

imunohistoquímica/histologia podem não revelar a presença de parasitos nos sítios 

de lesão; por outro lado, estudos que empregaram metodologias de maior 

sensibilidade, como a PCR e hibridização in situ, possibilitaram confirmar a 

persistência de T. cruzi nos órgãos afetados (Jones et al., 1993; Vago et al., 1996). 

Viotti e colaboradores (2006) observaram que pacientes com CCC e sem IC, 
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tratados com BNZ, apresentaram uma redução na progressão da doença e aumento 

no percentual de soronegativação. 

Isto posto, parece ser inquestionável que a presença do parasito esteja 

fortemente atrelada ao desencadeamento da patologia. No entanto, outros ensaios 

clínicos, como o BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Trypanosomiases), envolvendo maior número de pacientes com CCC da América do 

Sul, demonstrou uma redução significativa na parasitemia, quando tratados com 

BNZ, porém, não foi observado o desfecho clínico de redução da progressão da 

doença cardíaca quando comparados com o grupo que recebeu placebo (Morillo et 

al., 2015). O contraste entre a severidade das lesões ao longo da fase crônica da 

DC cardíaca e a baixa quantidade de parasitos presentes no sangue e nos tecidos 

sugere que apenas, a resposta ao parasito, não seja suficiente para justificar a 

patologia observada e que a autoreatividade deva contribuir para o agravamento da 

doença. 

Esta ideia leva à hipótese de que respostas autoimunes ocorrem durante o 

desenvolvimento da patologia. Favorecendo esta teoria está o fato de que epitopos 

antigênicos do parasito estariam frequentemente estimulando uma resposta humoral 

do hospedeiro, levando ao desencadeamento de reações cruzadas com os epitopos 

presentes nos tecidos do hospedeiro (Girones et al., 2005; Cunha-Neto et al., 2006). 

Além disso, foi demonstrado que anticorpos anti-T. cruzi podem mediar uma 

reatividade celular (Gazzinelli et al., 1990; Reis et al., 1993; Dutra et al., 2000;  

Cunha-Neto et. al., 2006). Os linfócitos T atuam no controle do parasito, através da 

ativação de citocinas inflamatórias, predominantemente, Interferon gamma (IFN-ᵞ) e 

Fator de Necrose Tumoral (TNF-α), importantes na fase aguda; entretanto, uma 

resposta inflamatória prolongada pode contribuir para o desenvolvimento de 

alterações cardíacas, em uma fase mais posterior (Mangini et. al., 2015). A 

miocardite pode ser devida tanto aos infiltrados cardíacos contendo linfócitos T-T. 

cruzi específicos, quanto àqueles decorrentes de respostas autoimunes (Nogueira et 

al., 2014). 

Embora as teorias que buscam explicar os mecanismos implícitos na 

patogênese da DC sejam controvérsas, ambas as hipóteses de autoreatividade e de 

persistência do parasito não são mutuamente excludentes. Assim, ambas devem ser 

consideradas na tentativa de se compreender o estabelecimento e a manutenção da 

patologia da DC (Dutra et al., 2009). 
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Durante a fase aguda, a ativação de populações específicas de células do 

sistema imune que irão operar funções efetoras, é crucial para o controle do 

parasito. Poucos estudos estão disponíveis na literatura, referentes a análises 

qualitativas da resposta imune humana durante a infecção aguda pelo T. cruzi 

(Gazzinelli et al., 1991; Krettli 2009; Alarcón de Noya et al., 2016). Todavia, tem sido 

demonstrado que, a produção de anticorpos, assim como a ativação dos 

mecanismos imunes inatos, parecem ser importantes para o controle do parasito 

durante a fase inicial da infecção (Krettli 2009).  

Estudos em modelos experimentais de fase aguda da DC demonstram uma 

resposta inflamatória robusta, com produção de citocinas inflamatórias, tais como 

IFN-ᵞ e TNF-α, as quais irão ativar macrófagos para a eliminação do parasito 

(Teixeira et al., 2002). Esta premissa tem como base os achados em animais 

nocautes para IFN-ᵞ e TNF-α, que são fortemente suscetíveis à infecção por T. cruzi, 

da mesma forma que o observado em camundongos deficientes em oxido nítrico 

(Silva et al., 1995). Os estudos realizados no decurso da fase aguda da doença vêm 

demonstrando a produção de citocinas inflamatórias, que têm sido associadas ao 

controle da parasitemia. 

A transição da fase aguda para a crônica é acompanhada por um decréscimo 

na parasitemia, assim como no controle da resposta inflamatória observada na fase 

aguda. Isto sugere a presença de mecanismos imunoregulatórios que atuam no 

controle desta resposta inflamatória. É reconhecida a função das citocinas anti-

inflamatórias no controle da produção de citocinas inflamatórias, dentre essas 

destaca-se a IL-10, proteína produzida por células do sistema imune, tais como 

monócitos e células T (Machado et al., 2012; Dutra et al., 2014; Pérez-Molina & 

Molina 2018). Na fase aguda da DC, pouco se sabe sobre a produção de IL-10; 

enquanto que já foi identificada a sua produção em pacientes crônicos desde os 

estágios iniciais até os mais tardios da fase crônica (Sathler-Avelar et al., 2003; 

Souza et al., 2004; Vitelli-Avelar et al., 2008). Por conseguinte, é possível que o 

controle da intensa reação inflamatória, observado na fase aguda, seja devido à 

produção de IL-10. Interessantemente, este controle aparenta estar bem equilibrado, 

levando em consideração que a produção de IL-10 na fase inicial da infecção, não 

imunossuprime a resposta celular, suficientemente, a ponto de permitir o aumento 

dos níveis de parasitos; no entanto, parece ser suficiente para controlar o 

estabelecimento da infecção no curso da fase crônica, ao menos em pacientes 
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indeterminados (Dutra et al., 2014). A IL-10 tem sido apontada como um bom 

marcador prognóstico da DC, uma vez que pacientes crônicos com a forma 

indeterminada apresentam maior concentração dessa citocina (Dutra et al., 2009; 

Dutra & Gollob, 2008; Machado et al., 2012). 

Na maior parte dos pacientes que seguem para a fase crônica, a doença é 

silenciosa. Esses indivíduos apresentam sorologia positiva anti-T. cruzi, além de 

uma resposta ativa de células T contra o parasito e até mesmo contra os seus 

próprios antígenos (Dutra et al., 2000), porém são classificados como 

indeterminados, isto é, não apresentam sinais clínicos da doença. A forma clínica 

indeterminada da DC representa um balanço ideal da interação parasito e 

hospedeiro, tendo em vista a persistência do parasito durante anos, na ausência de 

desenvolvimento da doença (Validade do conceito de forma indeterminada de 

doença de Chagas 1985; Macêdo 1999; Prata 2001; MS 2005). 

Estudos abordando os mecanismos imunoregulatórios em pacientes com a 

forma indeterminada têm mostrado que, da mesma forma que esses indivíduos 

produzem citocinas inflamatórias, tais como TNF-α e IFN-ᵧ (provavelmente 

importantes para manter o parasito sob controle), eles também produzem citocinas 

anti-inflamatórias, em especial a IL-10. De fato, uma maior frequência de células T 

reguladoras (de Araújo et al., 2007, 2012), monócitos e linfócitos produtores de IL-10 

(Souza et al., 2004) pode ser encontrada em pacientes com a forma clínica 

indeterminada, quando comparados aos pacientes na forma crônica cardíaca. O 

equilíbrio entre citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias é deslocado, 

consideravelmente, em direção ao braço anti-inflamatório da resposta imune nos 

pacientes com a forma indeterminada (Souza et al., 2004). Estudos mais recentes 

observaram que a IL-17 desempenha um papel protetor na DC humana, bem como 

em modelos de infecção experimental (Miyazaki et al., 2010; Magalhães et al., 

2013). Trabalhos sobre a expressão de IL-17 em pacientes com DC demonstraram 

que aqueles, na forma indeterminada, exibem uma frequência mais alta de células T 

IL-17+ quando comparados aos pacientes com a doença cardíaca (Magalhães et al., 

2013). 

A CCC está associada à presença de um intenso infiltrado inflamatório no 

miocárdio, composto, especialmente, por células T CD8+. Enquanto que pacientes 

com a forma indeterminada exibem um perfil modulatório de células T ativadas, 

observa-se em pacientes cardiopatas, com perfil de células T CD28-, uma 
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associação com a expressão de citocinas inflamatórias, como TNF-α (Menezes et 

al., 2004). Tem sido demonstrado que a principal fonte de IFN-ᵞ, em pacientes 

portadores da doença, são as células T CD4+ (Gomes et al., 2003). Esta citocina 

possui níveis mais altos em pacientes com CCC em relação aqueles na forma 

indeterminada, e pode ser o fator-chave para o desenvolvimento da cardiomiopatia 

severa. Monócitos de pacientes com cardiopatia também produzem TNF-α e IL-10; 

sendo esta última, encontrada em níveis mais reduzidos nestes pacientes (Corrêa-

Oliveira et al., 1999). 

Publicações recentes demonstraram que a elevada produção de IL-10 ou IL-

17 está correlacionada ao melhor funcionamento cardíaco nos pacientes com DC, 

enfatizando o papel protetor destas citocinas (Costa et al., 2009; Villani et al., 2010; 

Magalhães et al., 2013; Vasconcelos et al.; 2015, Sousa et al., 2017). Porém, ainda 

se faz necessário o entendimento dos mecanismos que controlam a produção de 

citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10, nos indivíduos portadores de formas 

mais brandas da DC cardíaca. 

As formas digestivas (megaesôfago e megacólon) também são causas de 

morbidade na fase crônica da DC. Infiltrados inflamatórios e fibrose são encontrados 

associados às lesões de células musculares e do sistema nervoso intramural. Os 

infiltrados são compostos, majoritariamente, por linfócitos T CD3+CD4+, linfócitos B 

CD20+, células NK CD57+ e células macrófagos-like CD68+ (d’Ávila Reis et al., 

2001). Corrêa-Oliveira e colaboradores (1999) observaram que pacientes com a 

forma gastrointestinal da DC, demonstraram uma diminuição significativa no número 

absoluto de células T CD3+, linfócitos B CD19+ e uma inversão na proporção de 

CD4/CD8, contrastando com os resultados obtidos de pacientes com CCC que 

apresentaram uma proporção normal dessas células. Pacientes portadores de  

megacolon apresentam um aumento no número de eosinófilos e células 

mononucleadas (da Silveira et al., 2007). Estas células estão associadas ao 

processo inflamatório e podem contribuir com a injúria tecidual, por meio da 

secreção de citocinas, tais como IL-1, TNF-ߙ e IL-6, as quais ativam o processo 

citotóxico (Cardoso et al., 2006). 

Outras citocinas também já tiveram seu papel bem caracterizado na 

patogenese da DC. A inibição do Fator transformador de crescimento beta (TGF-β) 

em modelos experimentais de fases aguda e crônica evidenciou a contribuição desta 
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citocina no aumento da deposição de colágeno no tecido cardíaco, gerando a fibrose 

desse órgão (Waghabi et al., 2009; de Oliveira et al., 2012; Ferreira et al., 2019). 

A “hipótese neurogênica” (disfunção autonômica) é suportada pelo achado de 

depleção neuronal ganglionar intracardíaca e disautonomia, porém não foi possível 

correlacionar com a disfunção ventricular nos pacientes com CCC (Andrade et al., 

2011). Ainda assim, pode ser apontada como um dos fatores que contribuem para a 

progressão da CCC, além de ser um dos fatores de risco para a indução de morte 

súbita em pacientes portadores da DC (Marin-Neto et al., 2007). Lesões 

microvasculares também estão associadas a infecção pelo T. cruzi e têm sido 

registradas em pacientes com CCC; o que leva ao dano endotelial e consequente 

formação de trombos gerados também por mediadores inflamatórios, 

potencializando o dano inflamatório no tecido miocardíaco (Marin-Neto et al., 2007; 

Andrade et al., 2011). 

Considerando os pacientes que desenvolvem CCC, a evolução da doença 

cardíaca leva muitos anos, sugerindo que exista algum nível de controle 

imunoregulatório. Dutra e colaboradores (2014) levantaram a hipótese de que a 

forma indeterminada da DC está associada à predominância de um ambiente anti-

inflamatório, enquanto a forma cardíaca se associa à um perfil inflamatório 

predominante. Assim, por mecanismos ainda não identificados, a evolução da forma 

clínica cardíaca pode estar relacionada à perda da habilidade do controle da 

resposta imune inflamatória, levando ao dano tecidual. A suscetibilidade genética do 

hospedeiro aparenta desempenhar um importante papel neste processo, porém 

outros mecanismos, ainda desconhecidos, tais como eventos epigenéticos e pós-

translacionais, também podem ser importantes. A Figura 1.5 sintetiza os dados que 

corroboram a hipótese de Dutra e colaboradores (2014). 
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Figura 1.5: Citocinas desempenhando um papel na orquestração da resposta 

imune na doença de Chagas: o yin/yang da imunoregulação. Após a infecção, a 

produção de citocinas, tais como INF-ᵧ e TNF-α, é importante para a ativação dos 

macrófagos na extinção dos parasitos intracelulares. Estas citocinas favorecem o 

estabelecimento de um ambiente inflamatório que, se não controlado, pode levar ao 

dano tecidual e, ainda, ao estabelecimento da forma clínica cardíaca. Em 

contrapartida, se a inflamação inicial for controlada pela expressão de citocinas anti-

inflamatórias, tais como a IL-10, pode levar ao balanço da resposta imune e à 

manutenção da forma clínica indeterminada. Diversos estudos têm demonstrado que 

TNF-α e IL-10 são produzidos, principalmente, por células T CD4+; porém, células T 

CD8+ e CD4-CD8- também expressam porcentagens significativas destas citocinas. 

Em ambas as formas clínicas, indeterminada e cardíaca, podem ser identificadas 

citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias, sendo que a predominância de um 

ambiente inflamatório é observada nos pacientes com a forma cardíaca, enquanto 

um ambiente anti-inflamatório predomina naqueles pacientes com a forma 

indeterminada da doença de Chagas. 

Fonte: Adaptado de Dutra et al., 2014. 
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1.7.1. Polimorfismos de base única em genes de citocinas 

Ao longo dos anos, a apreciação pela complexidade da resposta imune e 

como ela é regulada tem sido amplamente conduzida através de grandes avanços 

na biologia de citocinas e genética molecular. Atualmente, muitas centenas de 

moléculas de peptídeos imunoregulatórias e modulatórias têm sido identificadas e 

caracterizadas juntas com seus receptores e ligantes. Sabe-se que algumas 

moléculas exibem efeitos sistêmicos, enquanto que outras atuam somente em nível 

local (Borish & Steinke 2003; Ollier 2004). 

Citocinas são um grupo de proteínas ou glicoproteínas que se ligam aos seus 

respectivos receptores em resposta a uma variedade de estímulos, resultando na 

ativação de vias relacionadas a segundos mensageiros e à transdução de sinal 

dentro de uma célula (Smith & Humphries 2009). Neste contexto, está claro que 

algumas moléculas de citocinas exibem um alcance determinado de especificidade 

para tipos celulares, ao passo que outras são altamente pleiotróficas e afetam 

múltiplas células e tecidos (Borish & Steinke 2003; Ollier 2004). Toda esta 

variabilidade, em termos de especificidade das citocinas, levou a uma complexa 

rede regulatória que exibe um nível de redundância elevado entre algumas citocinas, 

resultando, diretamente, em efeitos antagônicos. Consequentemente, estas 

interações levam a um controle efetivo da resposta imune, através de um 

mecanismo que é tanto, dinamicamente responsivo quanto auto-regulatório, ou seja, 

a rede de citocinas é um sistema altamente regulado, pelo qual, mudanças 

significativas, observadas nos níveis de secreção de citocinas celulares, podem 

retornar aos níveis basais após o estímulo ser removido (Baker et al., 2003; Smith & 

Humphries 2009; Toomer & Malek 2018). 

Levando-se em consideração que as citocinas são as chaves reguladoras dos 

mecanismos homeostáticos, tais como resposta imune, inflamação, resposta na fase 

inicial de uma infecção e reparação tecidual, não é surpreendente que as variações 

de seus níveis (quantitativa) e suas estruturas (qualitativa), podem ser associadas 

aos processos de doença ou susceptibilidade, além de poderem contribuir para a 

etiopatogenia (Sthoeger et al., 2009; Dutra et al., 2014; Toomer & Malek 2018). Além 

disso, os níveis de citocinas basais e aqueles sob efeitos de estímulos, variam entre 

indivíduos e ambas, as influências genética e ambiental, têm demonstrado 

desempenhar papéis importantes para essa variação (Smith & Humphries 2009). 
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Uma questão fundamental é se a variação no nível de uma citocina 

corresponde a uma causa primária para uma doença ou somente reflete um efeito 

negativo secundário da inflamação. Uma abordagem para desvendar esta questão 

tem sido investigar polimorfismos em genes de citocinas, através de estudos de 

ligação gênica ou de associação caso-controle (Zeggini et al., 2002, Donn et al., 

2004). Este último provou ser uma abordagem investigativa mais frequentemente 

empregada para identificar susceptibilidade a uma doença, bem como, prover uma 

justificativa para explicar a severidade e a heterogeneidade de quadros clínicos 

observados. Vários estudos de caso-controle envolvendo a associação de genes 

que codificam citocinas vêm sendo descritos na literatura, sendo que alguns 

descrevem o aumento do risco a uma doença por certas variantes genéticas (Yang 

2014; Montoya-Ruiz et al., 2016; Li et al., 2017; Reis et al., 2017). 

Em geral, os polimorfismos genéticos (variações genéticas decorrentes de 

mutações em um determinado genes[s]) se apresentam sob três formas principais: 

Polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) (categoria de polimorfismo originada de 

uma simples mutação, ocorre quando há troca de um único nucleotídeo por outro), 

Número variável de repetições em tandem (VNTR) (categoria de polimorfismos na 

qual há um padrão de nucleotídeos repetidos na sequência genética, também 

conhecida como minissatélites) e microssatélites (categoria de polimorfismos 

caracterizada pela presença de bases nitrogenadas repetidas no DNA, que podem 

ser duas, três ou quatro, também definida como STR [Repetição simples em 

tandem). A extensão do polimorfismo varia amplamente. Genes bem caracterizados, 

tais como TNFA e IL10 possuem um grande número de SNPs e microssatélites 

descritos (Udalova et al., 1993; Eskdale & Gallagher 1995; Uglialoro et al., 1998; 

Gibson et al., 2001; Hollegaard & Bidwell 2006), ao modo que os genes de IL12 e 

IL2 que pensava-se, originalmente, que fossem não polimórficos, já foram 

encontrados polimorfismos nestes genes (John et al., 1998; Pravica et al., 2000). 

Os marcadores genéticos utilizados na maioria dos estudos são os 

microssatélites (Weber & May 1989) ou SNPs (Kruglyak 1999). Sendo que os 

primeiros tendem a ser mais comumente investigados em estudos de ligação (ou de 

desequilíbrio de ligação) com material genético de indivíduos proximamente 

relacionados, enquanto que os SNPs são usualmente os marcadores escolhidos 

para estudos caso-controle de associação de amostras, tendo como base uma 

determinada população (Keen 2002; Ollier 2004).  
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Ambos os estudos de ligação e de associação de genes de citocinas a 

doenças vêm sendo realizados (Hajeer et al., 1996; John et al., 1998; Zeggini et al., 

2002), com o intuito de se entender em que proporção os polimorfismos específicos 

influenciam direta ou indiretamente os níveis de expressão e produção das citocinas, 

e até então, os resultados foram conflitantes (Turner et al., 1995; Wilson et al., 

1997). Alguns loci polimórficos parecem modificar, consistentemente, a produção de 

citocina, entretanto, a maioria dos polimorfismos em genes de citocinas parece ter 

pouca ou nenhuma influência na produção e expressão destas moléculas 

(Jordanides et al., 1999; Wood et al., 2001). 

Atualmente, SNPs bialélicos são frequentemente utilizados em estudos de 

associação, sendo bem abundantes por todo o genoma, com mais de 5 millhões de 

SNPs identificados (NCBI – dbSNP 2020). Os SNPs podem ser localizados em 

regiões exônicas de genes de citocinas, podendo resultar em mudanças não-

sinônimas (afetando a sequência de aminoácidos) ou em mudanças sinônimas (sem 

afetar a sequência de aminoácidos). Vários SNPs de citocinas são prováveis de 

serem encontrados nas regiões reguladoras do gene. Nestes casos, os SNPs 

podem estar localizados na região promotora, em sítios que irão afetar a função dos 

fatores de transcrição, ou nas regiões 3’UTR, onde irão influenciar a meia-vida dos 

transcritos de RNA. Outros SNPs podem estar localizados nas regiões intrônicas dos 

genes, podendo não causar efeitos no nível e na qualidade da proteína produzida, 

ou se estiverem posicionados em uma região que influencia o splicing do RNA 

mensageiro (mRNA), estes SNPs podem levar à variantes diferentes de splicing ou 

splicing alternativo (Figura 1.6) (Ollier 2004). 
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Figura 1.6: SNPs em genes que codificam citocinas e seus possíveis 

desfechos. 

Fonte: Adaptado de Ollier 2004. 

Sendo assim, múltiplos SNPs podem ser, muitas vezes, encontrados ao longo 

de toda a estrutura de um gene, sendo a maioria destes, provavelmente não-

funcionais. Contudo, dada a proximidade física entre os SNPs, muitos deles podem 

estar em desequilíbrio de ligação um com o outro, tornando possível a formação de 

múltiplos haplótipos de SNPs (Weiss 1998). Os diversos estudos de associação de 

genes de citocinas analisaram somente posições únicas de SNPs e, se o SNP 

testado está de alguma forma distanciado da origem da mutação ou não está em 

desequilíbrio de ligação com a mutação, o que pode levar a não identificação de 

associação dos genes. Apesar da construção de haplótipos de SNPs requerer um 

custo maior, devido à necessidade da genotipagem, atualmente é reconhecido que 

uma melhor abordagem incide em se testar genes candidatos nos estudos de 

associação, através da comparação das frequências dos haplótipos de SNPs entre 

os casos e controles, do que em relação à pesquisa de SNPs únicos (Johnson et al., 

2001; Ackerman et al., 2003). 
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1.7.2. Estudos de associação entre SNPs em genes de citocinas e 
doença de Chagas 

Um vasto número de estudos caso-controle vem encontrando sinais de 

associação entre polimorfismos gênicos e progressão da doença. Costa e 

colaboradores (2009) e Frade-Barros e colaboradores (2020), observaram uma 

associação entre a ocorrência do polimorfismo -1082G/A (rs1800896) com o risco de 

desenvolvimento da forma cardíaca da DC, na população brasileira (Costa et al., 

2009; Frade-Barros et al., 2020). Este polimorfismo também foi relacionado com a 

produção reduzida de IL-10 (Turner et al., 1997), possivelmente associada a um pior 

prognóstico da evolução da DC, como visto anteriormente por diferentes autores 

(Dutra et al., 2009; Dutra & Gollob, 2008; Machado et al., 2012). Ressaltando que o 

polimorfismo em questão integra os alvos de estudo do presente trabalho. 

Genes na região do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) 

classe III/TNFA, também foram sondados quanto a possíveis associações com a 

progressão da DC. Um estudo realizado com uma população mexicana identificou 

esta associação em relação ao polimorfismo TNFA-308A/G (rs1800629), podendo 

alterar a sua transcrição (Rodríguez-Peréz et al., 2005). Este polimorfismo também é 

objeto de estudo do presente trabalho. 

Como visto, o espectro de expressão da DC traz fortes evidências da 

influência dos fatores genéticos do hospedeiro, no decorrer do desenvolvimento da 

patologia. Ayo e colaboradores (2013) sumarizaram os dados prévios de estudos de 

associação de SNPs em genes de citocinas à DC, seguindo critérios propostos pelos 

próprios pesquisadores (Tabela 1.2). Até o presente momento, outros estudos foram 

publicados com esta mesma temática, incluindo novas abordagens, como por 

exemplo, a identificação de SNPs no gene IL18 que foram relacionados à 

suscetibilidade à infecção por T. cruzi e/ou à progressão da CCC (Leon Rodriguez et 

al., 2016). Outro estudo recente envolvendo os polimorfismos no gene IL17A e no 

gene IL17F, foi observado um possível envolvimento destes SNPs com 

suscetibilidade à DC crônica e com o desenvolvimento e progressão da CCC, 

respectivamente (Reis et al., 2017). Além desses estudos, Gomes dos Santos et al 

(2020) observaram um efeito modulatório do genótipo CG do SNP rs1800795 de IL6 

na detecção da parasitemia, bem como a associação dos genótipos AA do SNP 

rs2275913 de IL17A, AA do SNP rs1946518 de IL18 e TC do SNP rs1143627 de 

IL1B com o caráter protetor à progressão da cardiomiopatia na DC. 
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Tabela 1.2: Polimorfismos em genes de citocinas e suas associações à 

doença de Chagas. 

 

Fonte: Adaptada e revisada por Ayo et al., 2013. 

Dentre os estudos que avaliaram SNPs em indivíduos com DC, pode ser 

observado que os polimorfismos mais comumente estudados são aqueles 

localizados nos genes TNF, Linfotoxina alfa (LTA), BAT1 (HLA-B Associated 

Transcript 1), TGFB e IL10, e, apesar de algumas associações ao risco de 

estabelecimento da DC cardíaca terem sido descritas, ainda existe uma necessidade 

de replicar tais achados em diferentes populações (Beraún et al., 1998; Rodríguez-

Pérez et al., 2005; Ramasawmy et al., 2006b; Drigo et al., 2007; Calzada et al., 

2009; Costa et al., 2009; Flórez et al., 2011; Pissetti et al., 2013, Ferreira et al., 2019; 

Frade-Barros et al., 2020). 
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A identificação de polimorfismos com potencial de atuarem como marcadores 

de prognóstico para o desenvolvimento das manifestações clínicas da DC seria de 

grande interesse. Isto é especialmente verdade para a DC, considerando o longo 

período de tempo para a apresentação clínica dos sintomas de progressão. 

Portanto, a caracterização de genes de suscetibilidade e suas variantes têm 

importantes implicações, não somente para uma melhor compreensão da 

patogênese da DC, mas, também, para o monitoramento dos indivíduos afetados e a 

possível identificação de novos alvos terapêuticos para o desenvolvimento de 

estratégias alternativas de tratamento para a DC. 

1.7.3. Genotipagem de SNPs por High Resolution Melting (HRM) 

HRM é um método relativamente novo para análise de DNA, que foi 

introduzido em 2002 através de uma parceria entre academia (Universidade de 

Utah, UT, EUA) e indústria (Idaho Technology, UT, EUA). Considerado ser uma 

abordagem mais simplificada para estudos de genotipagem, mapeamento de 

mutações e de complementariedade entre sequências, o seu uso vem sendo 

ampliado na última década. Após a amplificação por PCR, as curvas de melting dos 

produtos amplificados são geradas a partir do monitoramento da emissão de 

fluorescência de corantes saturantes (Gundry et al., 2003; Krypuy et al., 2006). 

A temperatura de melting (dissociação) da dupla fita de DNA foi 

historicamente monitorada através da medida de absorbância por luz ultravioleta 

(UV). Para curvas de melting de alta qualidade, era necessário o uso de quantidades 

maiores de DNA (em torno de microgramas) e leituras com intervalos de 0.1–1.0 

°C/min (Porter & Guild 1976; Sun et al., 1999). Em contraste à absorbância por UV, 

a análise da dissociação do DNA por fluorescência é mais sensível e pode ser 

realizada com quantidades bem menores de DNA, na escala de nanogramas, a 

partir de fragmentos de DNA previamente amplificados por PCR. Com o advento da 

qPCR, metodologias que permitem monitorar a cinética de dissociação dos 

fragmentos de DNA através da emissão de fluorescência, se tornaram disponíveis 

(Wittwer & Kusukawa 2004) e foram introduzidos com o Light-Cycler® há mais de 20 

anos (Ririe et al., 1997; Wittwer et al., 1997a; Wittwer et al., 1997b). 

SYBR® Green I é um corante fluorescente com boa sensibilidade e tornou-se 

conveniente para as análises de dissociação dos produtos de PCR (Wittwer et al., 

2003). Na atualidade, existem vários outros, incluindo o LCGreens1 (Idaho 
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Technology Inc.), Syto9s (Invitrogen, Carlsbad, CA), EvaGreens (Biotium, Fremont, 

EUA) e LightCyclers 480 ResoLight Dye (Roche, Indianapolis, IN). O custo destes 

corantes difere significativamente no mercado, e devido às suas características 

peculiares, as condições de uso e os seus respectivos tampões para a PCR são 

distintos. 

Diversos fornecedores desenvolveram sistemas para análises das curvas de 

dissociação usando a metodologia de HRM (Herrmann et al., 2006, 2007). Estes 

sistemas podem ser usados pontualmente para as análises de HRM ou combinados 

com a qPCR. Como bem demonstrado por Rouleau e colaboradores (2009), a 

combinação de qPCR com os instrumentos de análise por HRM permite a detecção 

pontual de alterações nas sequências de DNA, tanto quantitativas 

(deleção/duplicação) quanto qualitativas (nucleotídeo), em um único ensaio. 

A fim de gerar uma curva de melting, a amostra é aquecida ao longo de uma 

faixa de temperaturas, enquanto a fluorescência é continuamente coletada, em 

tempo real (Figura 1.7A). Qualquer dupla fita de DNA (dsDNA) terá sua 

fluorescência aumentada com o decaimento de temperatura. O aumento da 

temperatura leva a um decaimento gradativo da fluorescência, até atingir uma 

temperatura específica que faz com que a fluorescência decaia abruptamente, 

refletindo a dissociação da dsDNA em fita simples de DNA (ssDNA (). A temperatura 

de melting (Tm) da dsDNA é determinada pelo seu conteúdo de GC, tamanho da 

sequência e corresponde à temperatura na qual a fluorescência normalizada é de 

50% (Figura 1.7B). 
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Figura 1.7: Análise da fluorescência de dissociação do DNA. A- Dado de 

fluorescência original mostrando um decréscimo linear da fluorescência em 

temperaturas mais baixas, seguido por um decaimento abrupto próximo da 

temperatura de melting (Tm). A fluorescencia é nula quando o DNA se apresenta 

como fita simples. B- Curva de melting normalizada, na qual o dado original de 

fluorescência está normalizado entre 0 e 100%. 

Fonte: Adaptado de Reed et al., 2007. 

A Tm de um produto de PCR representa um dado métrico conveniente, mas 

não é o único ponto em uma curva de dissociação. Maiores informações estão 

contidas na curva de melting completa. O formato da curva de melting é utilizado 

extensivamente para o mapeamento de mutações e na avaliação de sequências 

correspondentes, como um indicador de heteroduplexes formados a partir de um 

DNA heterozigoto (Reed et al., 2007). 
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Como dito anteriormente, o HRM vem sendo desenvolvido para a detecção de 

variantes presentes na sequência de DNA, sendo aplicado, inicialmente, para 

genotipagem de SNPs (Wittwer et al., 2003). Baixo custo, fácil manejo e uma alta 

sensibilidade/especificidade têm sido os principais parâmetros ressaltados, tornando 

o HRM uma ferramenta atrativa para genotipagem e aplicação em laboratórios de 

diagnóstico (Vossen et al., 2009). 

As análises por HRM permitem realizar a genotipagem sem o uso de sondas 

específicas, particularmente quando a alteração na sequência é de base única 

(SNP). Na Figura 1.8 observamos um exemplo de variação A>C com os possíveis 

genótipos A/A, A/C e C/C. Se um pequeno amplicon (± 55pb) é gerado a partir da 

amplificação por PCR com iniciadores que flanqueam o locus variável, todos os três 

genótipos serão facilmente distinguidos. As variantes A/A e C/C geram perfis de 

dissociação com formatos semelhantes, sendo o Tm do homozigoto C/C 

aproximadamente 1 °C acima que o Tm do homozigoto A/A. A curva de melting do 

heterozigoto A/C difere no formato das curvas de ambos os homozigotos, 

apresentando transições graduais sobre uma faixa ampla de temperatura. A maior 

variedade de resultados dos formatos das curvas de melting produz a dissociação 

de quatro diferentes duplexes: dois homoduplexes (A/A e C/C) e dois 

heteroduplexes (A/C e C/A) (Reed et al., 2007). 

 

Figura 1.8: Genotipagem de SNP através da dissociação de um pequeno 

amplicon. 
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Fonte: Adaptado de Reed et al., 2007. 

Uma limitação do HRM é que a técnica não é facilmente aplicada em 

sistemas multiplex, os quais permitem genotipar variantes em diversos fragmentos 

de DNA, simultaneamente. Teoricamente, realizar um multiplex com HRM pode ser 

alcançado pela exploração das diferenças de cores, diferenças nas temperaturas, ou 

ambas. Seipp e colaboradores (2008) usaram a abordagem mais simples, que foi 

avaliar a diferença entre Tm(s) para desenhar, com sucesso, um ensaio de 

genotipagem quadruplex. Contudo, tal desenho é complexo e seu sucesso depende 

criticamente da alta qualidade das amostras de DNA e da sensibilidade do sistema 

de HRM utilizado. 

Diante disso, pode-se dizer que a metodologia de HRM é atualmente um dos 

métodos mais adequados e simplificados para mapeamento de mutação e 

genotipagem de SNPs, uma vez que não necessita de processamento e nem de 

separação pós-PCR das amostras analisadas, além de um custo mínimo. Quando 

implementado corretamente, 95–99% dos ensaios não necessitam de 

sequenciamento (Reed et al., 2007; Higuera et al., 2013). 
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1.8 Justificativa 

A DC é endêmica em áreas tropicais e subtropicais da América do Sul e 

Central e México, sendo ainda encontrada de forma autoctone no sul dos Estados 

Unidos. Esta patologia é considerada um problema grave de saúde pública, além de 

ser uma preocupação global emergente em áreas não endêmicas. Considerada 

como a terceira mais importante doença tropical negligenciada, esforços ainda se 

fazem necessários para o acesso a um diagnóstico acurado e tratamento adequado 

para os pacientes portadores da DC, a fim de melhor controle/monitoramento da 

infecção causada pelo Trypanosoma cruzi. Outro desafio é a diversidade deste 

parasito, onde na natureza, suas populações são classificadas em distintas 

linhagens genéticas. Identificar o genótipo de T. cruzi pode ser um determinante 

importante de forma clínica e prognóstico da DC crônica. No entanto, os papéis 

específicos das distintas DTUs do parasito e os fatores imunológicos do hospedeiro, 

relacionados à progressão e prognóstico da DC, ainda são debatidos, e poucos 

estudos nesta temática foram realizados até o presente momento. Importante 

ressaltar que as interações complexas entre fatores genéticos do hospedeiro e do 

parasito, além de fatores ambientais e a epidemiologia determinam o desfecho 

clínico da DC. Diversos estudos têm reportado SNPs em genes relacionados à 

resposta imune como marcadores de suscetibilidade genética para DC crônica. 

Entretanto, estes estudos de associação apresentam resultados, algumas vezes, 

inconclusivos/discordantes a respeito da progressão da DC crônica, principalmente 

da forma cardíaca. 

Sendo assim, o presente trabalho se propôs a avaliar uma coorte de 

pacientes crônicos portadores de diferentes formas clínicas da DC, atendidos no 

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fiocruz. Os seguintes 

parâmetros foram investigados: (i) estimativa da carga parasitária em amostras de 

sangue; (ii) genotipagem molecular do T. cruzi para a identificação dos genótipos do 

parasito diretamente do sangue dos pacientes; e (iii) a identificação de polimorfismos 

genéticos (SNPs) em genes de citocinas nestes pacientes, após padronização da 

metodologia molecular de HRM. O conjunto dos dados foi avaliado na tentativa de 

estabelecer uma possível associação entre os fatores inerentes ao parasito e os 

fatores genéticos dos pacientes, em relação às diferentes formas clínicas da DC 

crônica; sexo, faixa etária e origem geográfica dos indivíduos envolvidos. 



 

49 

 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

A partir de uma coorte de pacientes portadores da doença de Chagas crônica 

assistidos no INI/Fiocruz, analisar parâmetros relacionados ao Trypanosoma cruzi 

(carga parasitária e genótipo) e aos humanos (SNPs em genes que codificam 

citocinas), buscando correlacioná-los com as diferentes formas clínicas da doença. 

2.2 Objetivos específicos 

1. Correlacionar a carga parasitária de T. cruzi e o genótipo do parasito (DTU I a 

VI), determinados por qPCR e PCR multilocus, respectivamente, a partir de 

amostras de sangue periférico de pacientes crônicos portadores de diferentes 

formas clínicas da doença de Chagas; 

2. Desenvolver metodologia de genotipagem por HRM para a identificação de 

SNPs em genes de citocinas descritos na literatura; 

3. Investigar possível correlação entre os parametros analisados relacionados 

ao parasito e a humanos com as formas clínicas da doença de Chagas crônica, 

assim como em relação ao sexo, faixa etária e origem geográfica dos indivíduos 

envolvidos. 
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3. Material e Métodos 

3.1 Considerações éticas 

Os procedimentos para a realização do estudo sobre carga parasitária, 

tipagem molecular de T. cruzi e avaliação de SNPs em genes de 

citocinas/quimiocinas humanos, diretamente do sangue de pacientes infectados pelo 

parasito, foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Instituto 

Nacional de Infectologia Evandro Chagas, sob os números 1.215.633 e 2.222.253 

(Anexos 1 e 2). Os indivíduos recrutados foram incluídos no projeto somente após 

assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3), seguindo as 

normas de Boas Práticas Clínicas. 

3.2 População de estudo 

Foram recrutados para o presente estudo 351 indivíduos com sorologia 

positiva para T. cruzi, pertencentes à coorte do INI/Fiocruz. Destes, 57 foram 

excluídos por não atenderem aos critérios de inclusão pré-estabelecidos (ver 

abaixo), além de dois indivíduos cujas amostras de sangue apresentaram coágulos, 

impossibilitando posterior análises e três desistências. Um total de 87 indivíduos, 

soronegativos, compuseram o grupo controle. Destes, 26 foram incluídos para as 

análises de carga parasitária e genotipagem de T. cruzi, e 61 indivíduos participaram 

como controles da etapa seguinte de identificação de polimorfismos em genes de 

citocinas humanas. Sendo assim, a população de estudo compreendeu 294 

pacientes crônicos com sorologia positiva, portadores de diferentes formas clínicas 

da DC, além de 87 indivíduos soronegativos, que participaram como voluntários para 

a formação do grupo controle. Critérios de inclusão: Pacientes com doença de 

Chagas crônica, com sorologia positiva em dois testes diferentes 

(imunofluorescência indireta e ensaio imuno-enzimático por ELISA), de ambos os 

sexos, com idades ≥ 18 anos. Critérios de exclusão: Pacientes que tenham sido 

tratados com benznidazol, portadores de co-infecções, de doença autoimune, 

doenças crônicas cujo tratamento requer o uso permanente de anti-inflamatórios ou 

imunossupressores, pacientes com câncer, gestantes e pacientes com doenças 

cardiovasculares associadas que dificultam a classificação da forma cardíaca da DC 

(Figura 3.1). 
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Figura 3.1: Diagrama de fluxo dos pacientes e controles envolvidos no 

estudo. 

A mediana de idade foi 63 [69-56] anos, com o mínimo de 37 e máximo de 87 

anos. Dos 294 pacientes analisados, 167 eram mulheres e 127 homens, sendo 47 

mulheres e 37 homens com a forma indeterminada da doença, 84 mulheres e 75 

homens portadores da forma cardíaca, 28 mulheres e 12 homens com a forma 

mista, e 8 mulheres e 3 homens portadores da forma digestiva da DC. Assim, do 

total de pacientes, 84 apresentaram a forma indeterminada da DC (28,6%); 159 

eram portadores da forma cardíaca (54,1%) e foram classificados nos estágios A 

(n=65), B1 (n=48), B2 (n=10), C (n=31), D (n=5); 40 pacientes apresentaram a forma 

mista (cardíaca + digestiva) (13,6%) e 11 eram portadores da forma digestiva 

(3,7%). Participaram desse estudo pacientes oriundos de todas as regiões 

geográficas do Brasil, sendo, em sua maioria, provenientes da região nordeste 

(n=203), seguido da região sudeste (n=77), região sul (n=5), centro-oeste (n=4) e 

região norte (n=3); além da participação de um indivíduo procedente do Peru e outro 
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do Chile (Tabela 3.1). A distribuição dos pacientes quanto à classificação dos 

estágios de cardiomiopatia da DC está apresentada na Tabela 3.2. 

Tabela 3.1: Características da população de estudo e manifestação clínica. 

Dados gerais 
Manifestação clínica 

Indeterminada (%) Cardíaca (%) Mista (%) Digestiva (%) 
Idade, mediana 
[Q1–Q3] 

63 [69 – 56]     

Sexo      
Mulher 167 (56,8%) 47 (56,0) 84 (52,8) 28 (70,0) 8 (72,2) 
Homem 127 (43,2%) 37 (44,0) 75 (47,2) 12 (30,0) 3 (27,3) 

Total 294 84 (28,6) 159 (54,1) 40 (13,6) 11 (3,7) 
Naturalidade      

Norte 3 (1,0%) 2 (66,7) 1 (33,3) - - 
Nordeste 203 (69,0%) 51 (25,1) 111 (54,7) 32 (15,8) 9 (4,4) 
Centro Oeste 4 (1,4%) 1 (25,0) 3 (75,0) - - 
Sudeste 77 (26,2%) 24 (31,2) 44 (57,1) 8 (10,4) 1 (1,3) 
Sul 5 (1,7%) 5(100,0) - - - 
Outros países      

Peru 1 (0,3%) - - - 1 (100,0) 
Chile 1 (0,3%) 1 (100,0) - - -  

 

Tabela 3.2: Distribuição dos diferentes estágios de cardiomiopatia chagásica 

crônica. 
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Dados gerais A(%) B1(%) B2(%) C(%) D(%) 

Sexo      

  Mulher (n=84) 41 (48,8) 24 (28,6) 3 (3,6) 12 (14,3) 4 (4,8) 

  Homem (n=75) 24 (32) 24 (32) 7 (9,3) 19 (25,3) 1 (1,3) 

   Total (n=159) 65 (40,9) 48 (30,2) 10 (6,3) 31 (19,5) 5 (3,1) 

Naturalidade      

  Norte (n=1) - - - 1 (100,0) - 

  Nordeste (n=111) 43 (38,7) 34 (30,6) 6 (5,4) 24 (21,6) 4 (3,6) 

  Centro Oeste (n=3) - 2 (66,7) - 1 (33,3) - 

  Sudeste (n=44) 22 (50,0) 12 (27,3) 4 (9,1) 5 (11.4) 1 (2,27) 

  Sul (n=0) - - - - - 
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3.3 Cultivo de células 

Para a obtenção das formas epimastigotas de T. cruzi utilizadas para a 

construção da curva padrão nos ensaios de qPCR, bem como para gerar o painel de 

cepas/isolados de referência para genotipagem de T. cruzi, parasitos pertencentes 

às 6 DTUs - Dm28c (TcI), Y (TcII), INPA 3663 (TcIII), INPA 4167 (TcIV), LL014 (TcV) 

e Cl Brener (TcVI), foram cultivados à 28 ºC, em meio LIT (Liver Infusion Triptose) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino termodesativado. Na fase logarítmica 

de crescimento, as células foram recolhidas por centrifugação à 3500 rpm, por 10 

min, à 4 ºC, lavadas três vezes com PBS (Salina tamponada com fosfato) (Sigma-

Aldrich, St Louis, EUA) pH 7.4 e ressuspensas na mesma solução. O crescimento 

celular foi estimado por contagem de células em câmara de Neubauer, no 

microscópio Axio Vert.A1 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). 

3.4 Extração de DNA a partir de amostras de sangue periférico e de cultura 
de parasitos 

Um volume de 10 mL de sangue venoso foi coletado de cada indivíduo 

participante do estudo e imediatamente misturado ao mesmo volume de solução de 

lise Guanidina-HCl 6 M contendo EDTA 0,2 M pH 8,0 (GEB: Guanidine/EDTA 

Blood). As amostras GEB foram fervidas por 15 min a 100 °C, mantidas a 

temperatura ambiente por 48 a 72 h e posteriormente armazenadas a 4º C até o 

momento da extração de DNA para as análises moleculares (qPCR, PCR multilocus 

e HRM). O DNA foi extraído em colunas de sílica, a partir de 300 µL de GEB, 

utilizando o Kit “High Pure PCR Template Preparation” (Roche, Mannheim, 

Alemanha), seguindo o protocolo descrito por Duffy e colaboradores (2013). O 

material genômico foi dosado em espectrofotômetro Nanodrop 2000 (NanodropTM, 

Thermo Fisher Scientific, DE, EUA) e armazenado a -20 °C para posterior uso. Para 

a extração de DNA da massa celular do parasito, foi utilizado o mesmo protocolo 

descrito acima para GEB. O DNA foi extraído a partir da concentração de 108-106 

parasitos/mL. 
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3.5 Quantificação da carga parasitária de T. cruzi por PCR em Tempo Real 
(qPCR) 

A carga parasitária das amostras de sangue coletadas foi estimada através de 

ensaios de quantificação absoluta por qPCR, em sistema TaqMan, de acordo com 

Ramírez e colaboradores (2015). Foram realizados ensaios em multiplex com um 

alvo para o DNA nuclear satélite de T. cruzi (Cruzi1: 5’-

ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’, Cruzi2: 5’-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3, 

Cruzi 3: 6FAM-CACACACTGGACACCAA-MGB) e um alvo para o controle interno 

exógeno de amplificação (IAC Fw: 5’-ACCGTCATGGAACAGCACGTA-3’, IAC Rv 5’-

CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT-3’, IAC Tq 5’-VIC-AGCATCTGTTCTTGAAGGT-

NFQ-MGB-3’). O controle interno de amplificação (IAC) consiste em um plasmídeo 

pZErO-2 contendo um inserto do gene de aquaporina de Arabidopsis thaliana, que 

foi adicionado a cada amostra GEB antes da extração de DNA (5 µL de plasmídeo 

purificado, na concentração de 40 pg/µL). As reações ocorreram em um volume final 

de 20 μL contendo 5 μL de DNA (cerca de 10 ng/µL), 10 μL do tampão Taqman® 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), os iniciadores 

Cruzi1 e Cruzi2 (750 nM) e sonda Cruzi 3 (FAM/NFQ-MGB - Applied Biosystems) 

(50 nM), os iniciadores IAC Fw e IAC Rv (100 nM) e sonda IAC Tq (VIC/NFQ-MGB - 

Applied Biosystems) (50 nM), e água ultra-pura para completar o volume final. 

A curva padrão de quantificação contendo as amostras calibradoras foi 

construída a partir da contaminação artificial de GEB (de indivíduo soronegativo para 

T. cruzi) com epimastigotas de T. cruzi (cepa Y, TcII), seguido de diluições seriadas 

para obter as concentrações variando de 104 a 0,5 equivalentes de parasito/mL (Eq. 

par.). O DNA das amostras reconstituídas foi extraído de acordo com a metodologia 

descrita acima. Cada diluição correspondeu a um ponto da curva padrão para 

quantificação absoluta de T. cruzi nas amostras de sangue dos pacientes crônicos. 

A curva padrão foi incluída em todos os ensaios quantitativos, em duplicatas para 

cada ponto da curva. Todas as amostras foram quantificadas em duplicatas e em 

cada placa (corrida) foram incluídas duas concentrações de controle positivo (1 fg/µL 

e 10 fg/µL DNA de T. cruzi cepa Y) e controle negativo (NTC: Negative Template 

Control da reação de qPCR – 5 μL de água ultrapura ao invés de DNA). 

As reações de qPCR foram processadas em equipamento ABI Prism 7500 

Fast (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), da plataforma PDTIS/Fiocruz de PCR 

em Tempo Real RPT-09A, com a seguinte programação: atividade inicial da enzima 
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amperase (5 min, 50 ºC), desnaturação inicial/ativação AmpliTaq Gold DNA 

Polimerase (10 min, 95 ºC), 40 ciclos de desnaturação (15s, 95 ºC) e 

anelamento/extensão (1 min, 58 ºC). 

Os dados da qPCR foram expressos como médias aritméticas ou mediana ± 

desvio padrão. Foram utilizados os testes Mann–Whitney Rank Sum ou One-way 

ANOVA, admitindo-se um índice de significância de 5%. Todas as análises foram 

conduzidas com o programa GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA, EUA). 

3.6 Genotipagem de T. cruzi em amostras de sangue periférico 

A caracterização molecular do T. cruzi em DTUs de I a VI foi realizada 

seguindo a metodologia descrita por Moreira & Ramirez (2019), baseada em 

reações de PCR convencional multilocus. A identificação subsequente dos genótipos 

se baseia no conjunto dos perfis dos produtos de PCR apresentados para cada alvo, 

utilizando os seguintes marcadores moleculares (Figura 3.2): (i) Região intergênica 

ac do gene de Spliced Leader, utilizando os iniciadores uTCC e TCac, diferenciando 

TcI (150 pb), TcII, V e VI (157 pb) e TcIII e IV (200 pb); (ii) Região intergênica I e II 

do gene de Spliced Leader utilizando os iniciadores TCC, TC1 e TC2 (descrito por 

Souto e cols., 1996; adaptado por Marcet e cols., 2006), diferenciando TcI (350 pb), 

TcII, V e VI (300 pb) e Tc III e IV (ausência de amplificação); (iii) Domínio variável D7 

do gene da subunidade 24Sα do RNA ribossomal, utilizando os iniciadores D75, D76 

e D71 em semi-nested PCR, para distinguir TcII e VI (140 pb), TcIII (125 pb), TcIV 

(140/145 pb) e TcV (125 ou 125+140 pb) (Brisse et al., 2000a); (iv) Região do 

fragmento nuclear A10 utilizando, em semi-nested, os iniciadores Pr1, P6 e Pr3 

(Brisse et al., 2000b) para diferenciar TcII (690/580 pb) e TcVI (630/525 pb). As 

reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25 µL, contendo 

12,5 µL de Master mix Go Taq Green 2X (Promega, Madison, EUA), 5 µL de DNA, 

além dos iniciadores descritos para cada alvo (Tabela 3.3), obedecendo as mesmas 

concentrações e ciclagem de PCR previamente estabelecidas (Moreira & Ramirez 

2019). As reações foram processadas no equipamento modelo GeneAmp PCR 

System 9700 (Life Technologies, Califórnia, USA). 

Os isolados de referência utilizados como controles positivos nas reações 

foram: Dm28c (TcI), Y (TcII), INPA 3663 (TcIII), INPA 4167 (TcIV), LL014 (TcV) e CL 

Brener (TcVI), provenientes da Coleção de Protozoários do Instituto Oswaldo Cruz 



 

57 

 

(COLPROT); além de controle negativo (tubo contendo todos os reagentes na 

ausência de DNA). 

Após cada ensaio de PCR, 12 μL dos produtos amplificados foram aplicados 

em gel de agarose a 2-3% (dependendo do tamanho do produto a ser observado), 

imerso em tampão TBE 1X (Trizma base a 89 mM, Ácido Bórico a 88 mM e EDTA a 

2 mM, pH 8,0) e corado com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, CA, USA) 

[0,1X]. A eletroforese foi realizada por cerca de 10 min a 80V (até todo o conteúdo 

amostral sair do poço de aplicação), seguida de 80 min a 1h20 min, a 90V. O 

tamanho dos produtos da PCR foi determinado em comparação ao marcador de 

peso molecular de 100 pb (DNA Ladder - Invitrogen, Califórnia, EUA) incluído nos 

géis. Os fragmentos amplificados foram visualizados por transiluminação em luz UV 

e registrados digitalmente pelo sistema de fotodocumentação de imagens em gel – 

UVP Bioimaging Systems (Upland, Califórnia, EUA). 

 

Figura 3.2: Fluxograma para genotipagem de T. cruzi diretamente de 

amostras clínicas. A figura mostra os tamanhos dos amplicons esperados para cada 

alvo da PCR (indicado no topo), em pares de bases (pb). SL-IRac: região Ac do 

gene spliced leader, SL-IR I e II: regiões do gene spliced leader, 24Sα rDNA: 

domínio divergente D7 do gene 24Sα, A10: fragmento nuclear A10. 

Fonte: Adaptado de Moreira & Ramirez 2019. 
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Tabela 3.3: Sequência dos oligonucleotídeos para a genotipagem de T. cruzi. 

Alvos Primers Sequencia (5’ – 3’) 

SL-IRac UTCC 

TCac 

CGT ACC AAT ATA GTA CAG AAA CTG 

CTC CCC AGT GTG GCC TGG G 

SL-IR I e II TCC 

TC1 

TC2 

CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG 

GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG GCC 

CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G 

24Sα rDNA D71 

D75 

D76 

AAG GTG CGT CGA CAG TGT TGG 

GCA GAT CTT GGT TGG CGT AG 

GGT TCT CTG TTG CCC CTT TT 

A10 Pr1 

Pr3M 

P6 

CCG CTA AGC AGT TCT GTC CAT A 

CGT GGC ATG GGG TAA TAA AGC A 

GTG ATC GCA GGA AAC GTG A 
 

Legenda: SL-IRac: região Ac do gene spliced leader, SL-IR I e II: regiões do gene 

spliced leader, 24Sα rDNA: domínio divergente D7 do gene 24Sα, A10: fragmento 

nuclear A10. 

3.7 Genotipagem de SNPs por HRM (High Resolution Melting) 

Os pares de iniciadores que foram usados para as regiões de SNPs dos 

genes de TNFA (-1031T/C, rs1799964), IL18 (-1297T/C, rs360719 e 

rs2043055A/G/T), IL4 (-509C/T, rs2243250), IL1B (-511A/G, rs16944), IL1RN 

(+11100T/C/A, rs315952), IL12B (+1188A/C, rs3212227), IFNG (+874T/A, 

rs2430561), MIF (-173G/C, rs755622), IL17A (G197A/G, rs2275913) e IL17F 

(T7488C/T, rs763780), foram desenhados pelo nosso grupo utilizando o software 

Primer Express version 3.0 (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), de forma a 

amplificarem regiões pequenas, com tamanhos abaixo de 70 pb, flanqueando cada 

SNP a ser estudado. Para alguns SNPs utilizamos iniciadores já descritos, a seguir: 

IL10 (-1082G/A, rs1800896), retirado de Chagas et al. (2013), TNFA (-308G/A, 

rs1800629 e -238G/A, rs361525) que foram publicados por You et al. (2013) e 

TGFβ1 (códon 10 ou +869T/C/G, rs1800470) visto por Panek et al. (2014). O 

conjunto das sequências de inciadores utilizados no presente estudo e os 

respectivos tamanhos de produtos gerados estão descritos na Tabela 3.4. 
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Tabela 3.4: Sequências dos oligonucleotídeos e tamanhos dos produtos gerados da amplificação dos 15 SNPs em genes de 

citocinas humanos avaliados por HRM. 

Genes Alvos Sequências dos oligonucletídeos 
Tamanho do 
produto (pb) 

Referências 

IL10 SNP -1082G/A, rs1800896 
Fw: 5'-GAC AAC ACT ACT AAG GCT TCT TTG G-3' 

Rv: 5'-AGA TGG GGT GGA AGA AGT TG-3' 
131 Chagas et al. (2013) 

TNFA1 

SNP -1031T/C, rs1799964 
Fw: 5'-GGA AGC AAA GGA GAA GCT GAG A-3' 

Rv: 5'-CCC TCC AGA CCC TGA CTT TTC C -3' 
50 Presente trabalho 

SNP -238G/A, rs361525 
Fw: 5'-GGG TCC TAC ACA CAA ATC AGT CAG T-3' 

Rv: 5'-CCC CTC ACA CTC CCC ATC C-3' 
79 You et al. (2013) 

SNP -308G/A, rs1800629 Fw: 5'-CCC CAA AAG AAA TGG AGG CAA TAG G-3' 
Rv: 5'-GTA GGA CCC TGG AGG CTG AAC-3' 

68 You et al. (2013) 

IL18 

SNP -1297T/C, rs360719 
Fw: 5'-CTA CTT GAT CCC ACT TCG TGC TTT C-3' 

Rv: 5'-TTC ACC TTC CAA CTG TAG AGT CCA-3' 
66 Presente trabalho 

SNP rs2043055A/G/T 
Fw: 5'-CTT ACA ATT CTT CTT GTT AGT TCT C-3' 

Rv: 5'-CAC TAC TTG TAA TCA GTC ATA GAT G-3' 
54 Presente trabalho 

IL4 SNP -509C/T, rs2243250 
Fw: 5’-CAC CTA AAC TTG GGA GAA CAT TG-3' 

Rv:-5’- CTC TCC TAC CCC AGC ACT-3' 
47 Presente trabalho 

TGFB1 
SNP códon 10 ou +869T/C/G, 

rs1800470 

Fw: 5’-CTG TTC GCG CTC TCG GCA G-3’ 

Rv: 5’-CCA GTA GCC ACA GCA GCG G-3’ 
100 Panek et al. (2014) 

IL1B SNP -511A/G, rs16944 Fw: 5'-TAC CTT GGG TGC TGT TCT CTG-3' 50 Presente trabalho 
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Rv: 5'-CTC CTG CAA TTG ACA GAG AGC T-3' 

IL1RN SNP +11100T/C/A, rs315952 
Fw: 5'-TTC GCC TTC ATC CGC TCA GAC-3' 

Rv: 5'-AGA CTC AAA ACT GGT GGT GGG-3' 
48 Presente trabalho 

IL12B SNP +1188A/C, rs3212227 
Fw: 5'-ATA TCT TTG CTG TAT TTG TAT AGT-3' 

Rv: 5'-ATT GTT TCA ATG AGC ATT TAG CA-3' 
51 Presente trabalho 

IFNGF SNP +874T/A, rs2430561 
Fw: 5'-CAA ACA TGT GCG AGT GTG TG-3' 

Rv: 5'- ATT TTA TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA T-3' 
64 Presente trabalho 

MIF SNP -173G/C, rs755622 
Fw: 5'-TAA GCC CGG CGC ACC GCT C-3' 

Rv: 5'-ATT TCT AGC CGC CAA GTG GAG AA-3' 
49 Presente trabalho 

IL17A SNP G197A/G, rs2275913 
Fw: 5-CCC TTC CCA TTT TCC TTC AGA A-3' 

Rv: 5'-CCC CCA ATG AGG TCA TAG AAG AAT-3' 
52 Presente trabalho 

IL17F SNP T7488C/T, rs763780 
Fw: 5’-GAT ATG CAC CTC TTA CTG CAC-3' 

Rv: 5'-CTG CGT CAC CCC TGT CAT-3' 
46 Presente trabalho 

Legenda: pb- pares de bases; F-forward; R-reverse. 
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As reações de HRM foram realizadas em volume final de 10 µL, contendo 5 

µL de mastermix HRM MeltDoctor [2X] (Life Technologies) e 1 ng/µL de DNA de 

cada paciente (2 uL por reação). Diferentes concentrações de primers foram 

testadas, assim como, as condições de ciclagem, que foram padronizadas de acordo 

com as temperaturas de anelamento ótimas para cada conjunto de primer 

(dependente do Tm dos oligonucleotídeos). Para isso, foram realizados ensaios de 

HRM testando três temperaturas de anelamento (58 ºC, 60 ºC e 62 ºC) e três 

concentrações de oligonucletídeos (100/100 nM, 200/200 nM e 300/300 nM) para 

cada alvo estudado, utilizando a seguinte programação para a amplificação dos 

alvos: desnaturação inicial (10 min, 95 ºC), 40 ciclos de desnaturação (15 s, 95 ºC) e 

anelamento (1 min, temperatura variando de acordo com o teste). Após a 

amplificação dos produtos, as análises das curvas de dissociação de alta resolução 

foram realizadas através do decaimento da fluorescência, concomitante ao aumento 

da temperatura final do anelamento para 95 ºC por 10 s (usando incrementos de 1,6 

ºC/s), de 95 ºC para 60 ºC por 1 min (com incrementos de 1,6 ºC/s), para 95 ºC por 

15 s (incrementos de 0,025 ºC/s) e para 60 ºC por 15 s (com incrementos de 1,6 

ºC/s). As curvas de dissociação em alta resolução foram realizadas e analisadas no 

módulo do HRM do software ViiA7 RUO (Applied Biosystems, Califórnia, EUA), pelo 

software QuantstudioTM Real-Time PCR v1.3 (Applied Biosystems) da Plataforma 

Fiocruz de PCR em Tempo Real RPT09A. 

3.8 Sequenciamento de DNA 

3.8.1. Obtenção das referências para HRM: padronização por PCR 
Gradiente 

Para a obtenção dos controles, que foram usados como referências nos 

ensaios de HRM, foram desenhados novos pares de iniciadores, de forma a 

amplificarem uma região de cerca de 300 pb, flanqueado a região do SNP para cada 

alvo (Tabela 3.5). Foram realizados ensaios de PCR gradiente convencional, 

processados no equipamento Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems), variando 

as temperaturas de anelamento (58 ºC; 60 ºC; 61,5 ºC; 63 ºC; 64,5 ºC e 66 ºC), bem 

como as concentrações dos oligonucleotídeos (500/500 nM e 600/600 nM). As 

reações ocorreram em um volume final de 30 μL contendo 3 μL de DNA (1 ng/µL), 

15 μL de Master mix Go Taq Green 2X (Promega) e água ultra-pura para completar 

o volume final. As reações de PCR gradiente foram realizadas  com a seguinte 
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programação: desnaturação inicial/ativação da Go Taq DNA Polimerase (10 min, 

94 ºC), 30 ciclos de desnaturação (30 s, 96 ºC), anelamento (30 s, gradiente de 

temperaturas) e extensão (45 s, 72 ºC), seguido da extensão final (10 min, 72 ºC). 

Tabela 3.5: Sequências dos oligonucletídeos utilizados para a construção dos 

controles/referências e seus respectivos tamanhos de produtos gerados por PCR 

convencional. 

Genes Alvos Sequências dos oligonucleotídeos 

Tamanho 
do 

produto 
(pb) 

IL10 SNP -1082G/A rs1800896 
F: 5’-GAA GAA GTC CTG ATG TCA CTG-3’ 

R: 5’-CTT CTG TGG CTG GAG TCT AA-3’ 
297 

TNFA 

SNP -1031T/C rs1799964 
F: 5’-AGA ACT TCC CAG TCT ATC TAA GG-3’ 

R:5’-TAG CCC TGG ACA TTC TCC T-3’ 
317 

SNP -238G/A rs361525 
F: 5’-CAT CCT GTC TGG AAG TTA G-3’ 

R: 5’-TTC AAC CAG CGG AAA AC-3’ 
328 

SNP -308G/A rs1800629 
F: 5’-TTT TCT CTC CCT CAA GGA CTC-3’ 

R: 5’-TGT CTC GGT TTC TTC TCC AT-3’ 
315 

IL18 

SNP -1297T/C, rs360719 
F: 5’-CTG AGA CAT TTG TTG CTC TAT ATC-3’ 

R:5’-CCT TCA ACA GTG ATT ACA AAG G-3’ 
362 

SNP rs2043055A/G/T) 
F: 5’-AGC CAA TGA GAA GGA GG-3’ 

R: 5’-CAGT AGT CTG AGA ATT TTA GAT G-3’ 
344 

IL4 SNP -509C/T, rs2243250 
F: 5’-AAA AGT CAT TCC TGA AAC-3’ 

R: 5’-GGA AAG ATA GAG TAA TAT CAA-3’ 
320 

TGFB1 
SNP códon 10 ou 

+869T/C/G, rs1800470 

F: 5’-GGA CCT CAG CTT TCC CTC G-3’ 

R: 5’-CCG CAG CTT GGA CAG GAT-3’ 
304 

IL1B SNP -511A/G, rs16944 
F: 5’-TTG AGG GTG TGG GTC TCT A-3’ 

R: 5’-CATC CAT GAG ATT GGC TAG G-3’ 
218 

IL1RN 
SNP +11100T/C/A, 

rs315952 

F: 5’-ATT TCA TGG CGT GGA GTG G-3’ 

R: 5’-GCA AGA ATG GGA ACA GGC A-3’ 
330 

IL12B SNP +1188A/C, rs3212227 F: 5’-GGC ATT CTC TTC CAG GTT CT-3’ 337 
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R: 5’-GAA ACA TTC CAT ACA TCC TGG C-3’ 

MIF SNP -173G/C, rs755622 
F: 5’-CCG CCT TTT GTG ACG CCA-3’ 

R: 5’-GAA CTG GGC TTC ATC TCT GGA AG-3’ 
346 

IL17A SNP G197A/G, rs2275913 
F: 5’-CAT AAC TCT TCT GGC AGC-3’ 

R: 5’-TTG TGC CTG CTA TGA GAT-3’ 
314 

IL17F SNP T7488C/T, rs763780 
F: 5’-GTA CAA GCT GGG AAT GCA A-3’ 

R: 5’-CCA GTT GGA GAA GGT GC-3’ 
355 

Legenda: pb- pares de bases; F-forward; R-reverse. 

Ao término da padronização das temperaturas de anelamento para cada 

conjunto de primers pela PCR gradiente convencional, foram realizados ensaios de 

PCR convencional, seguindo as condições estabelecidas para cada alvo, utilizando 

por alvo, 5 amostras de pacientes, para posterior sequenciamento visando a 

validação/obtenção de controles para os ensaios de HRM. 

Os produtos obtidos foram purificados utilizando o kit Wizard SV PCR Clean-

up System kit (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. A reação de 

sequenciamento pelo método de Sanger (Sanger et al., 1975) foi realizada para 

ambas as fitas, senso e antisenso, de cada amplicon, com o uso do kit BigDye™ 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), e os 

mesmos iniciadores usados na PCR. As corridas foram realizadas no equipamento 

ABI 3730XL (Applied Biosystem) na Plataforma Genômica – Sequenciamento de 

DNA RPT01A - PDTIS/Fiocruz. As sequências obtidas foram confirmadas através do 

programa BLASTN, confrontando-as com as sequências depositadas no GeneBank. 

3.9 Análises estatísticas 

Para as análises estatísticas dos dados obtidos da carga parasitária e 

genotipagem molecular de T. cruzi, foram utilizados o Teste t ou Mann–Whitney 

Rank Sum (entre 2 grupos) e o One Way ANOVA (3 grupos ou mais). As análises 

foram feitas pelo programa SigmaPlot v14.0 (Systat Software, Inc). Os gráficos foram 

gerados utilizando o programa GraphPad Prism versão 9. 

O equilíbrio de Hardy–Weinberg (EHW) foi determinado comparando o 

número de genótipos diferentes observados com o número esperado sob EHW para 

a frequência alélica estimada. Para tanto, os cálculos de EHW foram conduzidos 
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usando testes de qui-quadrado feitos pelo MS Excel 365 (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA). O teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparar as possíveis 

divergências entre as frequências observadas e as esperadas para os SNP de TNFA 

(-308G/A rs1800629) e de IL10 (-1082G/A rs1800896) em estudo. A análise de 

variâncias (ANOVA) foi aplicada para testar a homogeneidade de médias variáveis 

quantitativas (sexo, idade, genótipo de T. cruzi –DTU e formas da DC) e para testar 

o modelo linear de regressão (analisando as mesmas variáveis). Foi realizada a 

Regressão Logistica Binomial, em toda população, para avaliar a relação entre a 

probabilidade de um indivíduo desenvolver a DC e as principais co-variáveis (sexo, 

idade, SNP de TNFA -308G/A rs1800629 e de IL10 SNP -1082G/A rs1800896). 
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4. Resultados 

4.1 Estratificação da coorte do INI/Fiocruz quanto à idade, sexo e formas 
clínicas 

Como já informado na seção Materiais & Métodos, a população de estudo 

compreendeu 294 pacientes. Em relação ao sexo e idade, os pacientes portadores 

de diferentes formas clínicas da DC foram agrupados em faixas etárias: 35-54 anos, 

55-74 anos, ≥ 75 anos (Figuras 4.1 e 4.2 e Tabelas 4.1 e 4.2). Para aumentar o 

poder das análises estatísticas, os pacientes com a forma cardíaca classificados nos 

estágios B1 e B2 foram analisados conjuntamente em um único grupo (B1+B2), bem 

como os pacientes nos estágios C e D (formando o grupo C+D). No grupo de 35-54 

anos, 14 (46,7%) pacientes mulheres apresentaram a forma indeterminada, 11 

(36,7%) apresentaram a forma cardíaca da DC com a seguinte distribuição [9 

(81,8%) no estágio A, 1 (9,1%) nos estágios B1+B2 e 1 (9,1%) nos estágios C+D], 3 

(10,0%) mulheres apresentaram a forma mista e 2 (6,7%) a forma digestiva. No 

mesmo grupo etário, 11 (35,5%) pacientes homens apresentaram a forma 

indeterminada, 17 (54,8%) a forma cardíaca com a seguinte distribuição [2 (11,8%) 

homens no estágio A, 8 (47,1%) nos estágios B1+B2 e 7 (41,2%) nos estágios C+D], 

2 (6,5%) homens apresentaram a forma mista e 1 (3,2%) apresentou a forma 

digestiva. Considerando o grupo de 55-74 anos, 32 (26,0%) mulheres apresentaram 

a forma indeterminada, 64 (52,0%) a forma cardíaca [27 (42,2%) no estágio A, 26 

(40,6%) nos estágios B1+B2 e 11 (17,2%) nos estágios C+D], 21 (17,1%) 

apresentaram a forma mista e 6 (4,9%) a forma digestiva. Considerando os 

pacientes do sexo masculino que compõem este mesmo grupo, 24 (28,2%) 

apresentaram a forma indeterminada, 53 (62,4%) a forma cardíaca [18 (34,0%) 

classificados no estágio A, 23 (43,4%) nos estágios B1+B2 e 12 (22,6%) nos 

estágios C+D], além de 6 (7,1%) apresentarem a forma mista e 2 (2,4%) a forma 

digestiva. Por fim, no grupo com pacientes ≥ 75 anos, 1 (7,1%) mulher apresentou a 

forma indeterminada, 9 (64,3%) apresentaram a forma cardíaca [4 (44,4%) no 

estágio A, 1 (11,1%) nos estágios B1+B2 e 4 (44,4%) nos estágios C+D], 4 (28,6%) 

apresentaram a forma mista e nenhuma a forma digestiva. Avaliando os pacientes 

homens deste grupo, 2 (18,2%) apresentaram a forma indeterminada, 5 (45,5%) a 

forma cardíaca [4 (80,0%) no estágio A, nenhum para os estágios B1+B2 e 1 

(20,0%) para os estágios C+D], 4 (36,4%) apresentaram a forma mista e nenhum a 
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forma digestiva. Não houve diferença estatística significativa entre os grupos 

comparando as variáveis sexo e formas clínicas da DC, bem como sexo e estágios 

da DC cardíaca (p=0,0577 e p=0,0240, respectivamente). 

Tabela 4.1: Apresentação numérica das formas clínicas de acordo com o 

sexo e faixa etária dos pacientes com doença de Chagas crônica pertencentes à 

coorte do INI. 

 Formas clínicas da doença de Chagas 
Faixa etária 

(gênero) 
Indeterminada Cardíaca Mista Digestiva 

Total
(indivíduos) 

35-54 anos 
Mulher 14 11 3 2 30 
Homem 11 17 2 1 31 

55-74 anos 
Mulher 32 64 21 6 123 
Homem 24 53 6 2 85 

≥75 anos 
Mulher 1 9 4 0 14 
Homem 2 5 4 0 11 

Total 
(indivíduos) 

84 159 40 11 294 
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Figura 4.1: Distribuição das formas clínicas de acordo com o sexo e faixa 

etária dos pacientes com doença de Chagas crônica pertencentes à coorte do INI. 

Análise estatística foi realizada utilizando o teste 2(p=0,0577). Comparação entre os 

grupos por sexo e faixa etária. 

 

Tabela 4.2: Dados numéricos dos diferentes estágios da forma clínica 

cardíaca de acordo com o sexo e faixa etária dos pacientes com doença de Chagas 

crônica pertencentes à coorte do INI. 
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 Estágios da forma cardíaca 
Faixa etária 

(gênero) 
Estágio A 

Estágios 
B1+B2 

Estágios 
C+D 

Total 
(indivíduos) 

35-54 anos 
Mulher 9 1 1 11 
Homem 2 8 7 17 

55-74 anos 
Mulher 27 26 11 64 
Homem 18 23 12 53 

≥75 anos 
Mulher 4 1 4 9 
Homem 4 0 1 5 
Total 

(indivíduos) 
64 59 36 159 
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Figura 4.2: Distribuição dos diferentes estágios da forma clínica cardíaca de 

acordo com o sexo e faixa etária dos pacientes com doença de Chagas crônica 

pertencentes à coorte do INI. Análise estatística foi realizada utilizando o teste 2 

Comparação do sexo e diferentes estágios da forma clínica cardíaca (p=0,240). 
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4.2 Medida da carga parasitária de T. cruzi por PCR em Tempo Real (qPCR) 

A estimativa da carga parasitária de T. cruzi em sangue foi realizada em 294 

pacientes, além de 26 indivíduos que compuseram o grupo controle. Entre os 294 

pacientes avaliados, 130 (44,2%) foram positivos para T. cruzi; todos os 26 

participantes do grupo controle tiveram confirmada a ausência de parasitos no 

sangue pela qPCR. A carga parasitária de T. cruzi variou entre 0,002 ± 0,001 a 

72,21 ± 8,26 eq. parasitos/mL, com mediana de 0,390 [0,0700 - 2,050] eq. de 

parasitos/mL (Figura 4.3). 

A distribuição da carga parasitária em função da forma clínica dos 130 

pacientes com DC crônica está descrita a seguir. Para os 32 pacientes com a forma 

indeterminada, foi observada uma mediana de 0,580 [0,110 - 2,260] eq. de 

parasitos/mL; nos 74 pacientes com a forma cardíaca a mediana foi de 0,410 

[0,0500 - 2,075] eq. de parasitos/mL; nos 18 pacientes com a forma mista foi 

observada uma mediana de 0,155 [0,0500 - 0,535] eq. de parasitos/mL, e a mediana 

dos 6 pacientes com a forma digestiva foi de 0,630 [0,0650 - 1,585] eq. de 

parasitos/mL (Figura 4.4). Não houve diferença estatística significativa entre os 

grupos analisados (p= 0,9204). 

As medianas de carga parasitária dos pacientes portadores da DC cardíaca, 

em relação à classificação destes, quanto aos diferentes níveis de severidade da 

doença, foram: de 0,415 [0,0475 - 3,202] eq. de parasitos/mL para os 34 pacientes 

no estágio A; 0,410 [0,0500 - 1,030] eq. de parasitos/mL para os 23 pacientes nos 

estágios B1+B2; e de 0,420 [0,0350 - 1,025] eq. de parasitos/mL para os 17 

indivíduos nos estágios C+D (Figura 4.5). Apesar das variações nas cargas 

parasitárias observadas entre todos os grupos analisados, não houve diferença 

estatística significativa (p=0,8903). 
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Figura 4.3: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 130 

pacientes com DC crônica que foram positivos pela qPCR, pertencentes à coorte do 

INI. A linha horizontal representa o valor da mediana das cargas parasitárias. 

 

Figura 4.4: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 130 

pacientes pertencentes à coorte do INI, em função das diferentes formas clínicas da 
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doença de Chagas crônica. As linhas horizontais representam os valores das 

medianas das cargas parasitárias. Análise estatística foi realizada utilizando o teste 

One way ANOVA (p=0,9204). Comparação entre as formas da DC. 
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Figura 4.5: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 

pacientes com diferentes níveis de severidade da cardiomiopatia chagásica, 

pertencentes à coorte do INI. As linhas horizontais representam os valores das 

medianas das cargas parasitárias. Análise estatística foi realizada utilizando o teste 

One way ANOVA (p=0,8903). Comparação entre os estágios da CCC. 

Dos 130 pacientes positivos para a presença de T. cruzi no sangue, foi 

possível estimar a carga parasitária em 80 mulheres e 50 homens. Os valores de 

mediana observados foram de 0,435 [0,0700 – 2,100] e 0,330 [0,0575 – 1,487], 

respectivamente (Figura 4.6). A partir da estratificação desses pacientes por faixa 

etária e sexo, foram encontrados no grupo de 34-54 anos, valores das medianas das 

cargas parasitárias de mulheres e de homens iguais a 0,140 [0,0600 - 0,625] e 0,405 

[0,198 - 1,440] eq. parasitos/mL, respectivamente. Considerando o grupo de 55-74 

anos, os valores das medianas das cargas parasitárias de mulheres e de homens 

foram de 0,630 [0,0700 - 2,440] e 0,230 [0,0400 -1,480] eq. parasitos/mL, 

respectivamente. Para o grupo ≥ 75 anos, o valor da mediana da carga parasitária 

para as mulheres foi de 0,210 [0,0625 - 6,720] eq. parasitos/mL e para os homens 

foi de 0,0700 [0,0150 - 9,870] eq. parasitos/mL (Figura 4.7). Não houve diferença 
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estatística significativa entre os grupos comparados (p=0,1884). Ao comparar os 

grupos por faixa etária, independente do sexo, foi observado que para o grupo de 

35-54 anos o valor da mediana da carga parasitária foi de 0,310 [0,0950 - 1,025] eq. 

parasitos/mL, para o grupo de 55-74 anos, o valor da mediana foi de 0,440 [0,0525 - 

2,153] eq. parasitos/mL e no grupo ≥ 75 anos, a mediana foi 0,310 [0,0950 - 1,025] 

eq. parasitos/mL. Não houve diferença estatística significativa ao comparar os três 

grupos, independente do sexo dos pacientes (p= 0,432). 
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Figura 4.6: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 

pacientes pertencentes à coorte do INI de acordo com o gênero. As linhas 

horizontais representam os valores das medianas das cargas parasitárias. Análise 

estatística foi realizada utilizando o teste 2 (p= 0,1825) Comparação entre o sexo 

dos pacientes. 
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Figura 4.7: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 

pacientes pertencentes à coorte do INI de acordo com o gênero e faixa etária. As 

linhas horizontais representam os valores das medianas das cargas parasitárias. 
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Análise estatística foi realizada utilizando o teste 2 (p= 0,432) Comparação entre o 

sexo e faixa estaria dos pacientes. 

4.3 Genotipagem molecular de T. cruzi 

Foi possível identificar o genótipo de T. cruzi em todas as 130 amostras 

positivas por qPCR (Anexo 4). A distinção dos genótipos do parasito foi realizada a 

partir dos perfis dos tamanhos dos fragmentos amplificados para cada alvo de PCR, 

visualizados em géis de agarose corados com GelRedTM (Biotium, Inc) (Figura 4.8). 

Os genótipos mais frequentes relacionados à infecção única foram TcII e TcVI, 

correspondendo a 39,2% e 38,5% das amostras genotipadas molecularmente, 

respectivamente (Tabela 4.3). 

 

Figura 4.8: Géis de agarose de 2-3% representativos da caracterização 

molecular de T. cruzi em amostras de sangue de pacientes com DC crônica 

pertencentes à coorte do INI. A. Região intergênica ac do gene Spliced Leader (SL-

IR ac). PM: marcador de peso molecular 100pb; 1: DM28c (TcI); 2: cepa Y (TcII); 3: 
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3663 (TcIII); 4-10: amostras de pacientes. B. Região intergênica do Spliced Leader 

(Sl-IR I e II). PM: marcador de peso molecular 100pb; 1: DM28c (TcI), 2: cepa Y 

(TcII), 3-7: amostras de pacientes. C. região do gene da subunidade ribossomal 

24Sα. PM- marcador de peso molecular 100pb; 1: 3663 (TcIII); 2: LL014 (TcV); 3: 

cepa Y (TcII); 4-7: amostras de pacientes. D. Região correspondente ao fragmento 

nuclear A10. PM- marcador de peso molecular 100pb; 1: cepa Y (TcII); 2: CL Brener 

(TcVI); 3-10: amostras de pacientes. 

Tabela 4.3: Tipagem molecular de T. cruzi nas amostras de sangue dos 130 

pacientes positivos por qPCR. 

Genótipo de T. cruzi Número de amostras (%) 
TcII 51 (39,2) 
TcVI 50 (38,5) 

TcII/TcVI 24 (18,5) 
TcIV 1 (0,8) 
TcV 1 (0,8) 

TcII+TcIV 1 (0,8) 
TcII+TcV 1 (0,8) 

TcII/TcVI+TcV 1 (0,8)  

A caracterização molecular em DTUs abrangeu pacientes de todas as regiões 

brasileiras (exceto a região Norte), além dos dois países da América do Sul (Peru e 

Chile). Os indivíduos oriundos da região Norte não foram incluídos por não terem 

apresentado resultados positivos por qPCR. As DTUs TcII e TcVI foram as mais 

representativas, estando distribuídas em todas as regiões brasileiras e abrangendo 

todas as formas clínicas (cardíaca, indeterminada, digestiva e mista). A DTU TcII foi 

observada em 9 estados (Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Sergipe, 

Goiás, Minas Gerais e Rio de Janeiro) e TcVI foi encontrada em 10 estados 

brasileiros (Alagoas, Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Goiás, Mato Grosso do 

Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul) e também no Peru (forma 

digestiva). A DTU TcIV foi identificada em um único estado (Pernambuco, paciente 

cardíaca no estágio A). A DTU TcV também foi encontrada em apenas um estado 

(Bahia, paciente com a forma cardíaca da DC no estágio C) em um caso de infecção 

única, e em outros dois estados (Minas Gerais e Paraíba), como casos de infecção 

mista TcII+TcV (Paraíba, forma indeterminada) e TcII/TcVI+TcV (Minas Gerais, 

forma indeterminada). Também foi observada a presença de TcIV em um caso de 

infecção mista (TcII+TcIV, forma cardíaca no estágio C), em Pernambuco. Bahia e 
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Paraíba foram os únicos estados que reuniram todas as formas clínicas da DC 

crônica entre os pacientes positivos pela qPCR, e que tiveram a definição da 

linhagem genética do parasito em sangue. Também pode ser destacado o estado de 

Minas Gerais, onde se observou um maior número de pacientes com CCC (18 

indivíduos) (Tabela 4.4). 

Tabela 4.4. Distribuição das DTUs de T. cruzi e manifestação clínica 

correlata. 

Origem 
Pacientes 

(n) 

DTU 

(T. cruzi) 
Manifestação clínica (n) 

Nordeste 

Alagoas 

3 II cardíaca (2), mista (1) 

6 VI 
cardíaca (4), indeterminada (1), 
mista (1) 

1 II/VI indeterminada (1) 

Bahia 

10 II 
cardíaca (6), indeterminada (2), 
digestiva (2) 

14 VI 
cardíaca (4), indeterminada (7), 
mista (2), digestiva (1) 

1 V cardíaca (1) 

8 II/VI cardíaca (5), mista (3), 

Ceará 

3 II cardíaca (3) 

3 VI cardíaca (1), mista (2) 

1 II/VI cardíaca (1) 

Paraíba 

7 II 
cardíaca (4), indeterminada (1), 
mista (1), digestiva (1) 

6 VI cardíaca (6) 

2 II/VI cardíaca (2) 

1 II+V indeterminada (1) 
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Pernambuco 

14 II 
cardíaca (8), indeterminada (3), 
mista (3) 

1 IV cardíaca (1) 

1 VI indeterminada (1) 

3 II/VI indeterminada (1), mista (2) 

1 II+IV cardíaca (1) 

Piauí 1 II/VI cardíaca (1) 

Sergipe 
2 II cardíaca (1), digestiva (1) 

1 VI digestiva (1) 

Centro Oeste 

Goiás 
2 II cardíaca (2) 

1 VI cardíaca (1) 

Mato Grosso do 
Sul 

1 VI indeterminada (1) 

Sudeste    

Minas Gerais 

7 II cardíaca (4), indeterminada (3) 

14 VI 
cardíaca (10), indeterminada (3), 
mista (1) 

4 II/VI cardíaca (4) 

1 II/VI+V indeterminada (1) 

Rio de Janeiro 

3 II cardíaca (2), mista (1) 

1 VI indeterminada (1) 

2 II/VI indeterminada (2) 

Sul 

Rio Grande do 
Sul 

1 VI indeterminada (1) 

1 II/VI indeterminada (1) 

Outros Países 
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Chile 1 II/VI indeterminada (1) 

Peru 1 VI digestiva (1) 

4.4 Correlação entre carga parasitária, genótipo de T. cruzi e manifestação 
clínica 

Entre os 130 pacientes positivos pela qPCR e que foram submetidos à 

caracterização molecular de T. cruzi em sangue, 74 (56,9%) eram portadores de 

CCC, 32 (24,6%) apresentavam a forma indeterminada, 17 (13,1%) com a forma 

mista e 7 (5,4%) portadores da forma digestiva da DC (Tabela 4.4). Como 

observado na Tabela 4.3, os genótipos de T. cruzi mais frequentes foram TcII 

(39,2%) e TcVI (38,5%), e em 18,5% dos pacientes não foi possível diferenciar TcII 

de TcVI (TcII/TcVI). O genótipo TcII, em infecção única, estava presente em 32 

pacientes crônicos cardiopatas (43,2%) [sendo: 17 classificados no estágio A, 8 no 

B1 e 7 no estágio C], em 9 pacientes com a forma indeterminada (28,1%), 6 com a 

forma mista (35,3%) e 4 com a forma digestiva (57,1%). Em relação à distribuição do 

genótipo TcVI, em infecção única, este foi identificado em 26 pacientes crônicos 

cardíacos (35,1%) [sendo: 11 classificados no estágio A, 7 no B1, 2 no B2, 5 no C e 

1 indivíduo no estágio D], em 15 pacientes na forma indeterminada (46,9%), 6 na 

forma mista (35,3%) e 3 com a forma digestiva (42,9%). O genótipo TcIV foi 

observado somente em uma paciente que apresentou a forma cardíaca da DC 

(estágio A). O genótipo TcV também esteve presente em apenas um paciente que 

apresentou a forma cardíaca da DC (estágio C), no entanto, em infecções mistas 

com TcII e com TcII/VI, ambos os pacientes (1 com TcII+TcV e 1 com TcII/VI+TcV) 

apresentaram a forma indeterminada. A infecção mista TcII+TcIV, foi observada 

apenas em um único paciente e este apresentou a forma cardíaca (estágio C). Para 

os pacientes nos quais não foi possível a distinção entre TcII e TcVI (TcII/TcVI) 

(n=24), houve uma frequência maior de pacientes com a forma cardíaca (54,2%), 

sendo 13 pacientes com CCC (5 classificados no estágio A, 5 no estágio B1, 1 no 

estágio B2, 1 no estágio C e 1 no estágio D), em relação as demais formas clínicas, 

6 pacientes apresentavam a forma indeterminada e 5 a forma mista (Tabela 4.4). 

Ao comparar os genótipos de T. cruzi com a carga parasitária dos pacientes, 

foi possível observar que para aqueles infectados com TcII, o valor da mediana foi 

de 0,785 [0,0925 – 2,422] eq. parasitos/mL. Pacientes infectados com o genótipo 

TcVI tiveram o valor da mediana das cargas parasitárias de 0,230 [0,050 - 1,850] eq. 
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parasitos/mL. Para os pacientes infectados com TcII/TcVI, o valor da mediana da 

carga parasitária foi de 0,190 [0,0932 - 2,367] eq. parasitos/mL. Os cinco indivíduos 

que foram identificados com infecções por TcIV, TcV, TcII+TcIV, TcII+TcV e 

TcII/TcVI+TcV apresentaram valores de carga parasitária de 0,05 ± 0,006; 0,44 ± 

0,16; 0,23 ± 0,04; 0,41 ± 0,05 e 0,003 ± 0,002 eq. parasitos/mL, respectivamente 

(Figura 4.9). Não foram observadas diferenças estatísticas significativas ao 

comparar genótipos de T. cruzi com as cargas parasitárias dos pacientes (p=0,410). 

 

Figura 4.9: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 

pacientes pertencentes à coorte do INI, de acordo com os genótipos de T. cruzi. 

(p=0,410). As linhas horizontais representam as medianas. 

A carga parasitária dos pacientes infectados com TcII também foi comparada 

em relação as diferentes formas clínicas (indeterminada, cardíaca, mista e 

digestiva); os valores das medianas para cada grupo foram de 0,350 [0,085 – 1,770], 

0,810 [0,138 – 3,348], 0,330 [0,090 – 0,820] e 1,050 [0,070 – 1,510] eq. 

parasitos/mL, respectivamente (Figura 4.10). Para o grupo infectado com TcVI, os 

valores das medianas para cada grupo, em relação às formas clínicas, foram de 

0,580 [0,200 – 2,260], 0,180 [0,400 – 1,230], 0,110 [0,043 – 23,207] e 0,210 [0,0500 

– 1,810] eq. parasitos/mL, respectivamente. Analisando o grupo infectado com 

TcII/TcVI, observou-se valores das medianas de 2,430 [0,294 – 6,000], 0,170 [0,086 

– 2,255] e 0,090 [0,030 – 0,190] eq. parasitos/mL para os pacientes que 
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apresentaram a forma indeterminada, cardíaca e mista da DC, respectivamente. Não 

houve diferença estatística significativa entre os grupos estudados (p=0,158). 

 

Figura 4.10: Gráfico de distribuição de pontos das cargas parasitárias dos 

pacientes pertencentes à coorte do INI, de acordo com os genótipos de T. cruzi e as 

diferentes formas clínicas da DC (p=0,158) As linhas horizontais representam as 

medianas.  

4.5 Genotipagem de SNPs por HRM 

4.5.1. Padronização da técnica de HRM 

Após a síntese dos oligonucleotídeos para a realização da amplificação dos 

alvos em estudo [TNFA (-238G/A rs361525, -308G/A rs1800629 e -1031T/C 

rs1799964), IL18 (-1297T/C, rs360719 e rs2043055A/G/T), IL1B (-511A/G rs16944), 

IL1RN (+11100T/C/A rs315952), IL12B (+1188A/C rs3212227), IL10 (-1082G/A 

rs1800896), IL4 (-509C/T rs2243250), MIF (-173G/C, rs755622), IFNG (+874T/A 

rs2430561), IL17A (SNP G197A/G, rs2275913), IL17F (T7488C/T, rs763780) e 

TGFβ1 (códon 10 ou +869T/C/G rs1800470)], foram realizados ensaios preliminares 

de HRM com a finalidade de selecionar as temperaturas de anelamento e as 

concentrações ideais para cada par de oligonucletídeos; a exemplo temos os alvos 

para os SNPs TNFA -308G/A rs1800629 (Figuras 4.11 e 4.12 e Tabelas 4.5 e 4.6), 
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e IL10 -1082G/A, rs1800896 (Figuras 4.13 e 4.14 e Tabela 4.7 e 4.8). Para avaliar 

se o DNA de T. cruzi causaria alguma interferência nas análises das curvas geradas 

por HRM, foram testadas duas amostras de pacientes com DC (sorologia e qPCR 

positivos) e uma amostra de um paciente sem DC (sorologia e qPCR negativos), 

além de usarmos uma amostra de DNA (Human Genomic DNA) contida no 

TaqManTM RNase P Detection Reagents kit (Applied Biosystems como controle da 

reação de qPCR. 

Para a confirmação do tamanho dos produtos obtidos por HRM, estes foram 

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2-3% (de acordo com os tamanhos 

preditos). A escolha da temperatura de anelamento, assim como a concentração dos 

oligonucleotídeos, baseou-se em: ausência/menor ruídos, melhor formato das 

curvas de dissociação derivadas (considerando como referência, o formato mais 

esguio, com o pico mais acentuado) sem formato anômalo e ausência/menor 

formação de dímeros, nesta ordem. Assim, na Tabela 4.9, observamos os valores 

selecionados para as temperaturas de anelamento e concentração dos 

oligonucleotídeos para todos os alvos testados. Esta seleção ocorreu pela análise do 

conjunto dos fatores descritos acima, e não de um parâmetro individualmente. 



 

82 

 

58°C 60°C

62°C
‐68bp

‐68bp ‐68bp

Curvas de dissociação derivadas Curvas de dissociação derivadas

Curvas de dissociação derivadas

Temperatura (ºC)

Temperatura (ºC)
Temperatura (ºC)

F
lu

o
re

s
c
ê
n
c
ia

F
lu

o
re

s
c
ê
n
c
ia

F
lu

o
re

s
c
ê
n
c
ia

 

Figura 4.11: Ensaio preliminar de HRM para padronização da temperatura de 

anelamento dos oligonucleotideos. Curvas de dissociação em alta resolução, em 

formato derivativo, para o alvo TNFA -308G/A rs1800629. 

Tabela 4.5: Padronização da temperatura de anelamento do par de 

oligonucleotídeos para o alvo TNFA -308G/A rs1800629, através de ensaio 

preliminar de HRM. 

 
Temperatura de anelamento 

58°C 60°C 62°C 
Alvo Amostras CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero

TNFA 
308G/A 

rs1800629 

DNA 
controle 

27,596 0,631 + 27,815 0,007 + 28,145 0,250 - 

Paciente 
negativo 

27,380 1,093 + 27,903 - - 28,226 - - 

Paciente 
positivo 1 

27,665 0,273 - 28,035 0,055 - 28,157 0,023 + 

Paciente 
positivo 2 

26,746 0,081 - 27,363 0,352 - 27,448 0,294 - 
 

Legenda: CT= Cycle Threshold, DP= Desvio Padrão. 
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Figura 4.12: Ensaio preliminar de HRM para padronização da concentração 

dos oligonucleotideos testados à temperatura de anelamento de 58 ºC. Curvas de 

dissociação em alta resolução, em formato derivativo, para o TNFA -308G/A 

rs1800629.  
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Tabela 4.6: Ensaio preliminar de HRM para padronização da concentração do 

par de oligonucleotídeos para o alvo TNFA -308G/A rs1800629, a partir da 

temperatura de anelamento selecionada (58 ºC). 

 

58°C 
Concentração dos primers

100nM 200nM 300nM 
Alvo Amostras CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero

TNFA 
308G/A 

rs1800629 

DNA 
controle 

27,364 0,162 - 27,324 0,147 - 27,190 0,337 + 

Paciente 
negativo

28,455 0,142 - 28,110 0,155 - 27,800 0,224 ++ 

Paciente 
positivo 1

28,153 0,225 - 27,822 0,220 - 27,825 0,219 - 

Paciente 
positivo 2

26,290 0,032 - - - - 26,821 - - 
 

Legenda: CT= Cycle Threshold, DP= Desvio Padrão. 

 

 

Figura 4.13: Ensaio preliminar de HRM para padronização da temperatura de 

anelamento dos oligonucleotideos. Curvas de dissociação em alta resolução, em 

formato derivativo, para o alvo IL10 SNP -1082G/A rs1800896.  
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Tabela 4.7: Ensaio preliminar de HRM para padronização da temperatura de 

anelamento do par de oligonucleotídeos para o alvo IL10 SNP -1082G/A rs1800896. 

    Temperatura de anelamento

  58°C 60°C 62°C 

Alvo Amostras CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero

IL10 SNP 
-1082G/A 
rs1800896 

DNA 
controle 

26,698 0,559 - 27,034 0,521 - 27,298 0,569 - 

Paciente 
negativo 

26,932 0,357 - 27,327 0,237 - 27,411 0,237 - 

Paciente 
positivo 1 

27,786 - - 28,921 0,298 - 28,884 0,195 - 

Paciente 
positivo 2 

28,993 0,692 - 27,119 0,092 - 27,428 0,199 - 
 

Legenda: CT= Cycle Threshold, DP= Desvio Padrão. 

 

 

Figura 4.14: Ensaio preliminar de HRM para padronização da concentração 

dos oligonucleotideos, a partir da temperatura de anelamento de 60 ºC. Curvas de 

dissociação em alta resolução, em formato derivativo, para o alvo IL10 SNP -

1082G/A rs1800896.  
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Tabela 4.8: Ensaio preliminar de HRM para padronização da concentração do 

par de oligonucleotídeos para o alvo IL10 SNP -1082G/A rs1800896, a partir da 

temperatura de anelamento selecionada (60 ºC). 

60°C 
Concentração dos primers

100nM 200nM 300nM 
Alvo Amostras CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero CTmédio DP Dímero

IL10 
-1082G/A 
rs1800896 

DNA 
controle 

28,200 0,069 + 27,523 0,330 - 27,963 0,333 - 

Paciente 
negativo 

28,916 0,115 + 27,243 0,564 - 29,383 0,501 - 

Paciente 
positivo 1 

28,802 - - 27,610 - + 27,747 0,253 - 

Paciente 
positivo 2 

28,140 0,116 + 27,538 - + 27,673 0,037 - 
 

Legenda: CT= Cycle Threshold, DP= Desvio Padrão. 
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Tabela 4.9: Valores obtidos da padronização das temperaturas de anelamentos e concentrações dos oligonucleotídeos testados, 

através de ensaios preliminares de HRM. 

Alvo Código SNP Sequencia SNP 
Temperatura 

de 
anelamento 

Concentração 
de primers 

TNFA 

SNP -1031T/C, 
rs1799964 

GGAAGCAAAGGAGAAGCTGAGAAGA[C/T]GAAGGAAAAGTCAGGGTCTGGAGGG 60°C 200/200nM 

SNP -238G/A, 
rs361525 

GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATC[A/G]GAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTGAG 60°C 300/300nM 

SNP -308G/A, 
rs1800629 

GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC 58°C 200/200nM 

IL18 

SNP -1297T/C, 
rs360719 

ATCACTACTTGATCCCACTTCGTGCTTTCA[C/T]GTTAATTGGCCCAATTGGACTCTACAGTTG 58°C 200/200nM 

SNP 
rs2043055A/G/T 

TTACAATTCTTCTTGTTAGTTCTCA[A/G/T]TACATCTATGACTGATTACAAGTAG 58°C 300/300nM 

ILB 
SNP -511A/G, 

rs16944 
TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[A/G]GGAGCTCTCTGTCAATTGCAGGAGC 62°C 300/300nM 

IL1RN 
SNP +11100, 

rs315952 
GCTTCGCCTTCATCCGCTCAGACAG[A/C/T]GGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTG 58°C 300/300nM 

IL12B 
SNP +1188A/C, 

rs3212227 
ATATCTTTGCTGTATTTGTATAGTT[A/C]GATGCTAAATGCTCATTGAAACAAT 62°C 300/300nM 

IL10 
SNP -1082G/A, 

rs1800896 
CAACACTACTAAGGCTTCTTTGGGA[A/G]GGGGAAGTAGGGATAGGTAAGAGGA 60°C 300/300nM 

IL4 
SNP -509C/T, 

rs2243250 
ACACCTAAACTTGGGAGAACATTGT[C/T]CCCCAGTGCTGGGGTAGGAGAGTCT 60°C 300/300nM 

MIF SNP -173G/C, 
rs755622 

CGCTAAGCCCGGCGCACCGCTCCAA[C/G]CTGTTCTCCACTTGGCGGCTAGAAA 62°C 300/300nM 

IFNG 
SNP +874T/A, 

rs2430561 
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG[A/T]GATTTGATTTTGTGTTGTAAGAATA 60°C 300/300nM 

IL17A 
SNP G197A/G, 

rs2275913 
TGCCCTTCCCATTTTCCTTCAGAAG[A/G]AGAGATTCTTCTATGACCTCATTGG 60°C 300/300nM 

IL17F SNP T7488C/T, 
rs763780 

GTGGATATGCACCTCTTACTGCACA[C/T]GGTGGATGACAGGGGTGACGCAGGT 60°C 200/200nM 

TGFB1 
SNP códon 10 ou 

+869T/C, 
rs1800470 

CCGCCCTCCGGGCTGCGGCTGCTGC[C/G/T]GCTGCTGCTACCGCTGCTGTGGCTA 62°C 300/200nM 

 

Legenda: em colchetes vermelhos encontram-se os nucleotídeos (selvagem/mutante) ligados ao SNP de cada sequência de 

gene-alvo. 
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4.5.2. Obtenção dos controles para referência na técnica de HRM 

Em seguida à padronização da técnica de HRM, fez-se necessária a obtenção 

dos controles para serem utilizados como painel de referência nas análises de 

genotipagem dos SNPs por HRM e, assim, tornar possível a confirmação dos dados 

gerados por esta metodologia. Visto que os produtos gerados por HRM 

apresentavam tamanhos muito pequenos (em torno de 60 pb) para serem 

submetidos ao sequenciamento direto pela técnica de Sanger, foi necessária a 

realização de um ensaio de PCR convencional com novos iniciadores, visando a 

obtenção de produtos de PCR com maior tamanho para os fragmentos amplificados 

para cada alvo testado. Para esta etapa foi necessária uma outra padronização, a da 

temperatura de anelamento e concentração dos novos oligonucletídeos desenhados 

(Tabela 4.10). Porém, os alvos IL4 (SNP -509C/T rs2243250), TNFA (SNP -238G/A 

rs361525 e SNP -1031T/C rs1799964) e IFNG (SNP +874T/A rs2430561) não 

amplificaram em nenhuma das condições de teste, sendo deixados para serem 

explorados em uma futura etapa do estudo. 
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Tabela 4.10: Padronização das temperaturas de anelamento e concentrações 

dos oligonucleotídeos utilizados para a obtenção de controles/referências para os 

ensaios de HRM. 

Gene Nome Sequencia dos primers Ta Concentração 

IL18 

IL181CF 
IL181CR 

5’-CTGAGACATTTGTTGCTCTATATC-3’ 
5’-CCTTCAACAGTGATTACAAAGG-3’ 

60ºC 
 

600/600nM 

IL182CF 
IL182CR 

5’-AGCCAATGAGAAGGAGG-3’ 
5’-CAGTAGTCTGAGAATTTTAGATG-3’ 

58,5ºC 600/600nM 

IL4 
IL4CF 
IL4CR 

5’-AAAAGTCATTCCTGAAAC-3’ 
5’-GGAAAGATAGAGTAATATCAA-3’ 

  

TGFB1 
TGFB1CF1 
TGFB1CR1 

5’-GGACCTCAGCTTTCCCTCG-3’ 
5’-CCGCAGCTTGGACAGGAT-3’ 

58,5ºC 600/600nM 

TNFA 

TNA3CF 
TNA3R 

5’-TTTTCTCTCCCTCAAGGACTC-3’ 
5’-TGTCTCGGTTTCTTCTCCAT-3’ 

60°C 
 

500/500nM 

TNA2CF 
TNA2CR 

5’-CATCCTGTCTGGAAGTTAG-3’ 
5’-TTCAACCAGCGGAAAAC-3’ 

  

TNA1CF 
TNA1CR 

5’-AGAACTTCCCAGTCTATCTAAGG-3’ 
5’-TAGCCCTGGACATTCTCCT-3’ 

  

IL1B 
IL1BCF 
IL1BCR 

5’-TTGAGGGTGTGGGTCTCTA-3’ 
5’-CATCCATGAGATTGGCTAGG-3’ 

60°C 600/600nM 

ILRN 
IL1RNCF 
IL1RNCR 

5’-ATTTCATGGCGTGGAGTGG-3’ 
5’-GCAAGAATGGGAACAGGCA-3’ 

63ºC 600/600nM 

IL12B 
IL12BCF 
IL12BCR 

5’-GGCATTCTCTTCCAGGTTCT-3’ 
5’-GAAACATTCCATACATCCTGGC-3’ 

61,5ºC 600/600nM 

IFNG 
IFNGCF1 
IFNGCR1 

5’-ACTAAGCAGAAGAGTTGAA-3’ 
5’-ATTATTTTTCTGTCACTCTCC-3’ 

  

MIF 
MIFCF 
MIFCR 

5’-CCGCCTTTTGTGACGCCA-3’ 
5’-GAACTGGGCTTCATCTCTGGAAG-3’ 

58,5ºC 
 

600/600nM 

IL17A 
IL17ACF 
IL17ACR 

5’-CATAACTCTTCTGGCAGC-3’ 
5’-TTGTGCCTGCTATGAGAT-3’ 

61,5ºC 500/500nM 

IL17F 
IL17FCF 
IL17FCR 

5’-GTACAAGCTGGGAATGCAA-3’ 
5’-CCAGTTGGAGAAGGTGC-3’ 

60°C 
 

600/600nM 

IL10 
IL10CF 
IL10CR 

5’-GAAGAAGTCCTGATGTCACTG-3’ 
5’-CTTCTGTGGCTGGAGTCTAA-3’ 

61,5°C 
 

600/600nM 
 

Legenda: Ta= Temperatura de anelamento. 

 

Assim, estabelecidas as condições de reação e ciclagem para os alvos que 

apresentaram produtos de amplificação, foram realizados ensaios de PCR 

convencional para 11 alvos (IL18 SNP -1297T/C, rs360719 e SNP rs2043055A/G/; 

TGFB1 SNP códon 10 ou +869T/C, rs1800470; TNFA SNP -308G/A, rs1800629; 

IL1B SNP -511A/G, rs16944; IL1RN SNP +11100, rs315952; IL12B SNP +1188A/C, 

rs3212227; MIF SNP -173G/C, rs755622; IL17A SNP G197A/G, rs2275913; IL17F 

SNP T7488C/T, rs763780 e IL10 SNP -1082G/A, rs1800896), a partir de amostras 

de pacientes que foram previamente testadas por HRM e, portanto, seus respectivos 

genótipos eram conhecidos. Em seguida, os produtos amplificados foram enviados 

para o sequenciamento para a confirmação das sequências no GenBank e validação 

dos genótipos dos controles obtidos por HRM (Anexo 5). As Figuras 4.15 e 4.16 
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representam: as sequências nucleotídicas que flanqueam os SNPs TNFA SNP -

308G/A, rs1800629 e IL10 SNP -1082G/A, rs1800896, respectivamente, e que estão 

depositadas no dbSNP (NCBI); os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento 

de Sanger e visualizados pelo SnapGene® Viewer versão 5.3.2 (SnapGene 

software, Insightful Science, EUA) a sequência consenso gerada no MegaX (Mega 

software, EUA) contendo as sequências nucleotídicas senso e antisenso que 

flanqueam os SNPs, o gráfico das derivativas das curvas de dissociação contendo 

amostras dos indivíduos e os controles para os genótipos gerados pelo software de 

HRM. Todos os genótipos obtidos por HRM foram validados pelo sequenciamento 

de Sanger, com isso, foi dada continuidade à genotipagem dos SNPs das amostras 

restantes dos indivíduos em estudo. Porém, devido ao grande número de amostras 

de pacientes do estudo, decidimos seguir somente com a análise para os alvos 

TNFA SNP -308G/A, rs1800629 e IL10 SNP -1082G/A, rs1800896. Os demais alvos, 

cuja análise de SNPs também foi padronizada por HRM neste trabalho, deverão ser 

explorados em uma futura etapa a este estudo. 
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Figura 4.15: Figura representativa das etapas de sequenciamento e HRM para o alvo TNFA SNP -308G/A, rs1800629. Colchetes 

vermelhos envolvem os nucleotídeos referentes ao SNP (selvagem G/mutante A); Quadrados/retângulos vermelhos estão demarcando 

o(s) nucleotídeo(s) participante(s) do SNP, troca de G/A. A: Sequência que flanqueia o SNP depositada no dbSNP; B: Eletroferograma 

gerado das sequências senso e antisenso a partir do sequenciamento; C: Sequências senso e antisenso pareadas, em amarelo 

destacam-se as sequências do SNP; D: Gráfico da curva normalizada gerada pelo software de HRM. 

A. Sequência SNP 

GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC 

B. Eletroferograma (cromatograma) 

 

 

C. Sequência consenso 

  

D. Curva normalizada (HRM) 
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Figura 4.16: Figura representativa das etapas de sequenciamento e HRM para o alvo IL10 SNP -1082G/A, rs1800896. Colchetes 

vermelhos envolvem os nucleotídeos referentes ao SNP (selvagem G/mutante A); Quadrados/retângulos vermelhos estão demarcando 

o(s) nucleotídeo(s) participante(s) do SNP, troca de G/A. A: Sequência que flanqueia o SNP depositada no dbSNP; B: Eletroferograma 

gerado das sequencias senso e antisenso a partir do sequenciamento; C: Sequências senso e antisenso pareadas, em amarelo 

destacam-se as sequências do SNP; D: Gráfico da curva normalizada gerada pelo software de HRM. 

A. Sequência SNP 

CAACACTACTAAGGCTTCTTTGGGA[A/G]GGGGAAGTAGGGATAGGTAAGAGGA 

B. Eletroferograma (cromatograma) 

 

 

 

C. Sequência consenso 

 

D. Curva normalizada (HRM) 
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4.5.3. Genotipagem molecular dos SNPs por HRM e análises estatísticas 

Nesta etapa do estudo, foram analisadas amostras de 379 indivíduos, sendo 

292 pacientes com DC e 87 indivíduos pertencentes ao grupo controle (sorologia 

negativa para T. cruzi). Houve a desistência de duas mulheres portadoras da DC, no 

entanto, a distribuição dos indivíduos, por gênero, entre os grupos de pacientes e de 

controles permaneceu estatisticamente similiar (p=0,296) (Tabela 4.11). 

Ademais, como dito previamente, dos 15 SNPs validados por sequenciamento 

de Sanger, somente os SNPs de TNFA (-308G/A, rs1800629) e IL10 (SNP -

1082G/A, rs1800896) foram genotipados em todas as amostras participantes do 

presente trabalho pela metodologia de HRM (Figuras 4.17 e 4.18). Após cada 

produto amplificado ter sido dissociado por HRM, curvas de dissociação 

características foram geradas e processadas pelo software QuantstudioTM Real-Time 

PCR v1.3 (Applied Biosystems) de análise de HRM. Para cada SNP, os resultados 

de genótipos heterozigóticos resultaram em um formato da curva de dissociação 

alterada, apresentando picos duplos nas curvas de dissociação derivativas e um 

formato particular nas curvas de dissociação normalizadas, no qual há uma maior e 

mais rápida queda na fluorescência inicial (100%) até sua velocidade estabelecida 

entorno da metade da fluorescência, juntamente com o homozigoto correspondente. 

Os genótipos homozigotos podem ser distinguidos pela diferença na Tm 

(temperatura de melting) entre homozigotos selvagem e mutante. Além dessas 

análises, foi considerado o valor da Silhouete Score maior que 90 para que o 

resultado gerado por HRM fosse plenamente confiável, uma vez que, esse 

parâmetro mostra a proximidade dos resultados/perfis obtidos de uma determinada 

amostra confrontando-os com os da referência indicada pelo operador. 

Tabela 4.11: Distribuição dos indivíduos por sexo entre os grupos pacientes e 

controles. 

Sexo 
Pacientes Controles 

P - value 
Freq % Freq % 

Mulher 165 56,5 58 66,7 
0,296 

Homem 127 43,5 29 33,3 
Total 292 100,0 87 100,0 
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Figura 4.17: Curvas de dissociação geradas por HRM para a genotipagem do SNP de TNFA (-308G/A, rs1800629). A: Gráfico 

das curvas de dissociação formato derivativo; B: Gráfico das curvas de dissoaciação normalizada; C: Gráfico das diferenças. 
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Figura 4.18: Curvas de dissociação geradas por HRM para a genotipagem do SNP de IL10 (SNP -1082G/A, rs1800896). A: 

Gráfico das curvas de dissociação formato derivativo; B: Gráfico das curvas de dissoaciação normalizada; C: Gráfico das diferenças.
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A distribuição genotípica do alvo de TNFA analisado encontra-se na Tabela 

4.12. O teste de Hardy e Weinberg efetuado em ambos os grupos mostrou que as 

distribuições genotípicas, tanto dos pacientes como dos controles, estão em 

equilíbrio. Como o Qui-Quadrado calculado não foi significante, inferimos que não 

existem diferenças na distribuição genotípica do SNP de TNFA entre pacientes e 

controles (Tabela 4.12 e Figura 4.19). Considerando os genótipos do SNP de TNFA 

(-308G/A, rs1800629): dos 296 indivíduos que foram identificados como 

homozigotos GG, 75% eram pacientes portadores da DC; dos 73 indivíduos 

portando o genótipo GA, 83,6% eram pacientes com DC; e dos 10 indivíduos 

genotipados como AA, 90% eram pacientes com DC (Figura 4.20). 

Tabela 4.12: Distribuição genótipica do SNP de TNFA (-308G/A, rs1800629) 

entre os grupos de pacientes vs controle. 

TNFA 
(-308G/A), 
rs1800629 

Grupos  

Genótipos Pacientes Controles Total Pr a. Pr Sa. Pr 

GG (selvagem) 222 74 296 0,7500 166,5000 

225,5726
GA (mutante) 61 12 73 0,8356 50,9726 
AA (mutante) 9 1 10 0,9000 8,1000 

Total 292 87 379 0,7704 224,9710 

X2 3,4018 

P-value 0,1825  

Legenda: Pr(i) – proporção primeira coluna; a. Pr(ii)- proporção segunda coluna; Sa. 

Pr(S)- somatório das proporções. 
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Figura 4.19: Distribuição genotípica de TNFA (-308G/A, rs1800629) 

considerando o grupo de pacientes com DC crônica, realizados através do test de 

2(p= 0,1825). 
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Figura 4.20: Proporção dos genótipos avaliados de TNFA (-308G/A, 

rs1800629) considerando o grupo de pacientes com DC crônica, realizados através 

do test de 2 (p= 0,1825). 
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Para avaliar a possível associação entre a frequência alélica do TNFA com a 

DC, foi observado um valor de Qui-Quadrado muito próximo de nível de significância 

(Borderline do 5%) de X2= 3,742 e p=0,053, no entanto, não houve diferença 

estatística significativa na frequência de nenhum dos alelos deste SNP (Tabela 

4.13). 

Tabela 4.13: Frequência alélica do SNP de TNFA (-308G/A, rs1800629) em 

pacientes com DC crônica e controle. 

TNFA 
(-308G/A), 
rs1800629 

Grupos  

Alelo Pacientes Controles Total Pr a.Pr Sa.Pr 

G 505 160 665 0,7594 383,4962 450,6038 

A 79 14 93 0,8495 67,1075 

Total 584 174 758 0,7704 449,9420 

X2 3,742 

 P - value 0,053  
 

Legenda: Pr(i) – proporção primeira coluna; a. Pr(ii)- proporção segunda coluna; Sa. 

Pr(S)- somatório das proporções. 

Em relação à distribuição genotípica do SNP de IL10, o teste de Hardy e 

Weinberg efetuado em ambos os grupos mostrou que somente a distribuição 

genotípica dos controles estava em equilíbrio (P-value = 0,339), enquanto que nos 

pacientes essas frequências não se ajustaram ao equilíbrio genético (P-value = 

0,007). Como o Qui-Quadrado não foi significante então inferimos que não existem 

diferenças na distribuição genotípica para este SNP (Tabela 4.14 e Figura 4.21). 

Avaliando a proporção de pacientes portadores da DC, considerando cada genótipo 

encontrado, observamos: 85,5% homozigotos GG, 72,5% heterozigotos GA e 78,3% 

homozigotos AA (Figura 4.22). 
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Tabela 4.14: Distribuição genótipica do SNP de IL10 (SNP -1082G/A, 

rs1800896) entre os grupos de pacientes vs controle. 

IL10 
(-1082G/A), 
rs1800896 

Grupos  

Genótipos Pacientes Controles Total Pr a. Pr Sa. Pr 

GG 53 9 62 0,8548 45,3065 

225,7695 
 

GA 116 44 160 0,7250 84,1000 

AA 123 34 157 0,7834 96,3631 

Total 292 87 379 0,7704 224,9710 

X2 4,5151  

 P-value 0,1046  
 

Legenda: Pr(i) – proporção primeira coluna; a. Pr(ii)- proporção segunda coluna; Sa. 

Pr(S)- somatório das proporções. 
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Figura 4.21: Distribuição genotípica de IL10 (SNP -1082G/A, rs1800896) 

considerando o grupo de pacientes com DC crônica, realizados através do test de 2. 
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Figura 4.22: Proporção dos genótipos avaliados de IL10 (SNP -1082G/A, 

rs1800896) considerando o grupo de pacientes com DC crônica, realizados através 

do test de 2. 

Outra análise realizada para avaliar a possível associação alélica de SNP de 

IL10 com a DC foi avaliar a frequência alélica deste polimorfismo nos indíviduos 

pacientes e controles. No entanto, o valor de Qui-Quadrado encontrado foi muito 

baixo (X2=0,325), dessa maneira sua probabilidade de ocorrência casual é bastante 

alta (56.9%), O que impossibilita a possível associação alélica com a DC (Tabela 

4.15). 

Tabela 4.15: Frequência alélica do SNP de IL10 (SNP -1082G/A, rs1800896) 

em pacientes com DC crônica e controle. 

IL10 
(-1082G/A, 
rs1800896) 

Grupos  

Alelo Pacientes Controles Total Pr a.Pr Sa.Pr 

G 222 62 665 0,7594 383,4962 450,6038 

A 362 112 93 0,8495 67,1075 

Total 584 174 758 0,7704 449,9420 

 

 X2 0,325 

 P - value 0,569  
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Legenda: Pr(i) – proporção primeira coluna; a. Pr(ii)- proporção segunda coluna; Sa. 

Pr(S)- somatório das proporções. 

Na avaliação para a busca de uma possível associação entre os parâmetros, 

até o momento investigados, foi realizada uma análise dos dados através da 

correlação de Pearson, na qual foi medida a relação existente entre cada par de 

variáveis (Tabela 4.16). Com isso, foi observado que a forma da DC apresenta uma 

correlação positiva com a idade (r = 0,007), isto é, com o passar dos anos (o quanto 

mais velho o indivíduo for), maiores as chances de progressão da DC. Observa-se 

também uma significância de Borderline (0,076%) da correlação da forma clínica da 

DC com o sexo (neste caso, r negativo: -0,127), ou seja, as mulheres apresentam 

menores chances de progressão da DC. Outro achado é que a forma clínica DC 

apresenta uma correlação positiva de significância de Borderline com o genótipo AA 

de IL10 (-1082G/A) (p= 0,069). Em relação à significância Bordeline entre o sexo e 

idade (r = -0,145; p= 0,052), observa-se que as mulheres apresentam maior idade 

média do que os homens, no entanto, foram feitos um teste paramétrico (t-student) e 

um não paramétrico (Mann-Whitney) e em nenhum deles as diferenças foram 

significativas (a diferença entre as médias foi mulher = 62,67 vs homem = 61,15). 

Por fim, a correlação entre o sexo com a variável (transformada) SexIdade não tem 

discussão, pois é totalmente lógica, essa variável criada como "a interação entre o 

sexo e a idade" é usada quando se presume a existência de uma possível interação 

entre essas duas variáveis. 
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Tabela 4.16: Análise pela Correlação de Pearson dos dados Forma Clínica, Idade, Sexo, Carga Parasitária, SexIdade e os SNPs 

de TNFA e IL10. 

Variáveis 
Forma 
clínica 

Idade Sexo 
Carga 

Parasitária 
 TNFA    

-308G/A 
 IL10       

-1082G/A 
Genótipo 
de T. cruzi

SexIdade 
 

Forma clínica 1,000 ,218 -,127 -,098 -,050 -,132 -,046 -,120

Coeficientes 
de Pearson 

Idade ,007 1,000 -,145 -,008 ,164 -,023 -,012 -,043

Sexo ,076 ,052 1,000 -,043 -,026 ,048 -,019 ,985

Carga Parasitária ,135 ,463 ,317 1,000 ,013 -,055 ,037 ,048

TNFA (-308G/A) ,289 ,032 ,385 ,440 1,000 ,050 ,005 ,006

IL10 (-1082G/A) ,069 ,397 ,296 ,270 ,288 1,000 -,028 ,051

Genótipo de T. cruzi ,304 ,447 ,417 ,339 ,479 ,376 1,000 ,018

SexIdade ,088 ,316 ,000 ,296 ,473 ,286 ,419 1,000

P-Values 

Legenda: Coeficientes de Correlação de Pearson (r em verde); Significância (P-Value em cinza). 
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Por fim, para verificar se há alguma associação entre os parâmetros Sexo, 

Idade, SNP de TNFA e SNP de IL10, entre si, foi feita uma análise de Regressão 

Logística Binomial, na qual resultou em não significantes estatisticamente, uma vez 

que os valores p para os SNPs de TNFA e IL10 foi de 0,445 e de 0,573, 

respectivamente (Tabela 4.17). 

Tabela 4.17: Análise de Regressão Logística Binomial entre Sexo, Idade e os 

SNPs dos genes de TNFA e IL10. 

Variável 
Independente 

b 
Erro 

Padrão 
Wald gl P-value 

Constante 3,221 0,744 18,734 1 0,000 

Sexo -,614 0,280 4,821 1 0,028 

Idade -,074 0,012 37,453 1 0,000 
TNFA 

rs1800629 -,237 0,311 0,584 1 0,445 

IL10 
rs1800896 

0,104 0,184 0,318 1 0,573 
 

Legenda: b- coeficientes do modelo de regressão; Wald- Teste Wald; gl- grau de 

liberdade 
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5. Discussão 

Investigações clínico-epidemiológicas para avaliação da morbidade e 

evolução da DC, conduzidas em diferentes regiões do Brasil, demonstram uma 

grande diversidade regional quanto à severidade da doença, tornando-se complexas 

as comparações entre áreas geográficas (Coura & Borges-Pereira, 2010; Dias et al., 

2016; Bello Corassa et al., 2017; Martins-Melo et al., 2019; Góes et al., 2020; Lidani 

et al., 2020). Entre os elementos que podem influenciar tal variabilidade, podem ser 

destacados as diferenças na casuística relacionadas ao componente imunogenético 

do indivíduo, fatores ambientais e a diversidade genética do parasito distribuída em 

regiões geográficas distintas (Miles et al., 2003; Campbell et al., 2004; Macedo et al., 

2004;). A heterogeneidade genética associada ao caráter multiclonal das populações 

naturais de T. cruzi, tem sido considerada um fator fundamental na evolução clínica 

da doença, uma vez que, juntamente com o genótipo do hospedeiro, está envolvida 

na dispersão do parasito para diferentes tecidos (histiotropismo), na fisiopatologia, 

eventual desfecho da infecção, susceptibilidade a drogas e na ampla diversidade 

regional da DC (Andrade 1974; Andrade et al., 1985; Zhang & Tarleton 1999; 

Campbell et al., 2004; Macedo et al., 2004). Porém, mesmo com um aumento de 

conhecimento quanto à distribuição das DTUs nas diferentes áreas endêmicas, os 

estudos ainda são limitados em pacientes na fase crônica, que confirmem uma 

possível associação das linhagens genéticas de T. cruzi com o prognóstico e a 

epidemiologia da DC, sendo a maioria destes, direcionados para a associação entre 

genótipos específicos e a forma cardíaca da DC (Ledezma et al., 2020). 

No presente trabalho, a partir de uma coorte urbana constituída por 294 

pacientes crônicos portadores de formas clínicas distintas da DC e nascidos em 

diferentes regiões do Brasil (além de um indivíduo do Peru e outro do Chile), nos 

propomos a avaliar parâmetros relacionados ao parasito, como a estimativa de 

carga parasitária em sangue e a identificação das linhagens genéticas (DTUs) de T. 

cruzi; assim como a análise de polimorfismos genéticos em genes de citocinas nos 

pacientes, após a padronização e validação da metodologia molecular de HRM. O 

entendimento da estrutura populacional de T. cruzi se torna essencial para elucidar 

quais DTUs do parasito estão associadas às diferentes formas da DC crônica e seus 

desfechos. 
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Em relação à caracterização molecular de T. cruzi nas seis DTUs, utilizamos 

a metodologia de genotipagem baseada em um algoritmo de marcadores 

moleculares desenvolvido por Moreira e Ramírez (2019), a partir de combinações de 

dois protocolos previamente publicados (Burgos et al., 2010, Ramirez et al., 2010). A 

genotipagem molecular foi realizada diretamente do sangue periférico dos pacientes, 

refletindo assim a complexidade genética de parasitos encontrada em infecções 

naturais, sendo capaz de identificar infecções mistas. A PCR multilocus é 

recomendada pelo consenso de especialistas para uso em amostras clínicas 

(Zingales et al., 2012). Por outro lado, a genotipagem de isolados de parasitos, a 

partir de cultivo, pode levar a erros de identificação de genótipos menos frequentes, 

presentes em infecções mistas, uma vez que as populações dos parasitos que 

crescem em uma taxa mais elevada são mais prováveis de serem detectadas pelas 

estratégias de tipagem disponíveis (de Oliveira et al., 2015; Volpato et al., 2017; D’ 

Ávila et al., 2018; Monje-Rumi et al., 2020; Nielebock et al., 2020). Porém, deve ser 

ressaltado, que uma limitação para a caracterização direta de DTUs em sangue, se 

refere, particularmente, aos pacientes crônicos com parasitemias muito baixas 

(Sousa et al., 2006). 

Neste estudo, foi possível identificar com precisão, as DTUs de T. cruzi em 

105 (80,8%) das 130 amostras de sangue, as quais foram positivas por qPCR. Esse 

percentual foi bem similar ao encontrado em um estudo anterior do nosso grupo, 

envolvendo uma coorte distinta de 65 pacientes crônicos portadores das formas 

cardíaca e indeterminada da DC, assistidos também no INI (Fiocruz)  (Rodrigues-

dos-Santos et al., 2018). Nas 25 amostras (19,2%) restantes, o algoritmo utilizado 

não foi capaz de diferenciar entre TcII/TcVI, o que também corrobora com 

Rodrigues-dos-Santos e colaboradores, que encontraram, em 20% dos pacientes, o 

resultado parcial de genótipos TcII/TcVI. No presente estudo, com exceção de um 

único paciente (TcII/TcVI + TcV) que apresentou a menor carga parasitária (0,003 ± 

0,002 eq. parasitos/mL), para os demais que obtiveram resultados parciais de 

genotipagem (TcII/TcVI), a mediana de carga parasitária deste grupo foi semelhante 

aquela encontrada no grupo TcVI. Na metodologia de genotipagem usada para esse 

trabalho, o alvo A10 do algoritmo, é aquele que permite diferenciar entre as DTUs 

TcII e TcVI. Já foi observado, para este alvo, uma sensibilidade dez vezes menor 

para a detecção de TcIIb (atual TcII), comparado à TcIIe (atual TcVI) (Burgos et al., 

2007). Além disso, a sensibilidade analítica do protocolo de genotipagem por PCR 
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multilocus foi avaliada, a partir de amostras de sangue reconstituídas, revelando o 

pior limite de detecção para TcII (amplificação do fragmento de 580 pb), com o alvo 

A10 (Rodrigues-dos-Santos et al., 2018). Em conjunto, estes fatores poderiam 

justificar a não resolução entre os genótipos TcII e TcVI, em cerca de 20% dos 

pacientes avaliados neste estudo e por Rodrigues-dos-Santos e colaboradores  

(2018). 

Um estudo semelhante, realizado no Chile, objetivando a validação de um 

método de genotipagem por SYBR green PCR em tempo real e com o uso de dois 

alvos nucleares (SL-IR e 18S rDNA) e dois mitocondriais (COII e ND1), em reações 

independentes, possibilitou a caracterização molecular de T. cruzi em 67,9% das 

amostras clínicas de pacientes portadores da DC, na fase crônica, com elevada 

detecção de TcII seguido por TcI (Muñoz et al., 2017). Com o desenvolvimento de 

sondas TaqMan para qPCR, foi possível a caracterização em DTUs de amostras 

biológicas (83% de triatomíneos e 96% de reservatórios) e amostras clínicas de 

100% dos pacientes na fase aguda, sendo, 62,5% de crianças com infecção 

congênita e 50% de pacientes com reativação clínica da DC. Porém, a sensibilidade 

do método para a genotipagem direta a partir de amostras de sangue de pacientes 

com DC crônica, foi menor, comparada ao algoritmo de PCR convencional, sendo de 

32,8% para os indivíduos assintomáticos e 22,2% para aqueles com sintomas 

clínicos (formas cardíaca, digestiva e mista). O sistema TaqMan de qPCR também 

foi menos sensível para a detecção de infecções mistas quando comparado à PCR 

convencional (Cura et al., 2015). 

No Brasil, infecções por TcII e TcVI prevalecem em áreas rurais de 

transmissão domiciliar pelo inseto vetor, sendo estes os principais genótipos de T. 

cruzi encontrados nos pacientes na fase crônica, (Lages-Silva et al., 2006; Zingales 

et al., 2012, Zingales 2018; de Oliveira et al., 2015; Oliveira et al., 2017; Rodrigues-

dos-Santos et al., 2018; D’Ávila et al., 2018; Nielebock et al., 2020). No presente 

trabalho, TcII e TcVI foram as DTUs mais frequentes, com taxas de prevalência 

similares (39,2 e 38,5%, respectivamente), enquanto no estudo de Rodrigues-dos-

Santos e colaboradores (2018), TcVI foi a DTU mais prevalente (40%) comparada à 

TcII (17,1%). Uma predominância de 91,7% de isolados TcII foi demonstrada no Rio 

Grande do Norte, semelhante ao que foi observado no Vale do Jequitinhonha, em 

Minas Gerais (Câmara et al., 2010; de Oliveira et al., 2015). Um trabalho envolvendo 

nove pacientes crônicos, nascidos no Brasil, demonstrou uma maior prevalência de 
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TcII (66,7%) em relação à TcVI (22,2%), além da identificação de um paciente 

infectado por TcI (11,1%), após o isolamento do parasito de amostras de sangue dos 

pacientes (Oliveira et al., 2017). No estudo de D’Ávila e colaboradores (2018), foi 

feito um isolamento prévio dos parasitos por hemocultura em 91 pacientes crônicos 

na forma indeterminada e cardíaca; e das 21 amostras positivas, que foram 

submetidas à genotipagem molecular todas as demais resultaram em genótipos TcII, 

com exceção de uma única (TcV/VI) . Em um estudo retrospectivo, seguindo a 

mesma abordagem para o isolamento prévio de parasitos, TcII foi a principal DTU 

identificada em pacientes crônicos oriundos das regiões Sudeste e Nordeste do 

Brasil (92,9%) portadores da forma cardíaca, indeterminada ou mista da DC (em um 

total de 43 pacientes), sendo TcVI encontrada em apenas dois pacientes, 

representando 4,8% dos casos (Nielebock et al., 2020). Os autores também 

demonstraram que complicações importantes da DC, como insuficiência cardíaca e 

parada cardíaca súbita, além de uma maior mortalidade; ocorreram em pacientes 

infectados por TcII (Nielebock et al., 2020). 

De forma distinta, no nosso estudo, TcVI estava presente em todas as regiões 

brasileiras que tiveram pacientes com resultados positivos pela qPCR, além do 

paciente do Peru. Enquanto TcII só não foi detectada no Sul do Brasil, apesar de um 

indivíduo do RS apresentar o genótipo TcII/TcVI, da mesma forma como ocorreu 

para o paciente do Chile. O caso do Chile foi identificado como TcII/TcVI, sendo TcII 

a DTU mais frequentemente encontrada neste país, seguida por TcI (Muñoz et al., 

2017). Nossos dados estão parcialmente de acordo com a literatura, que sugere a 

ampla distribuição de TcII no ciclo doméstico da DC, desde o Nordeste até o Sul do 

Brasil, e TcVI em todo o Sudeste e Sul, incluindo a região Centro-Oeste (Lages-Silva 

et al., 2006; Zingales et al., 2012; Rodrigues-dos-Santos et al., 2018). Porém, 

encontramos 31 pacientes (29,5%) com infecção por TcVI na região Nordeste, em 

conjunto com 39 pacientes (37,1%) infectados por TcII na mesma região; além de 16 

casos (15,2%) de genótipos TcII/TcVI. Outros estudos também identificaram TcVI 

ocupando a mesma distribuição espacial que TcII, quer como infecção única ou 

mista, TcII + TcVI (de Oliveira et al., 2015; Sangenis et al., 2015; Oliveira et al., 

2017; Rodrigues-dos-Santos et al., 2018; Nielebock et al., 2020). A extensa 

distribuição de ambas, TcII e TcVI, observada ao longo do Brasil, sugere que estas 

linhagens de T. cruzi estejam ocorrendo em áreas epidemiológicas sobrepostas 

(Rodrigues-dos-Santos et al., 2018). Comparado ao estudo de Rodrigues-dos-
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Santos e colaboradores(2018),  nossos dados recentes possibilitaram ampliar o 

conhecimento sobre a distribuição da diversidade genética de T. cruzi, reportando 

casos de infecção pelo parasito nos estados do Piauí (forma cardíaca, TcII/TcVI) e 

Mato Grosso do Sul (forma indeterminada, TcVI). Neste último estado, também foi 

relatada infecção por TcII em um paciente crônico na forma indeterminada da DC 

(Nielebock et al., 2020). A literatura também cita TcVI como sendo uma linhagem 

relevante associada à infecção em humanos na região do Chaco e em países 

vizinhos como Bolívia, Chile, norte da Argentina e sul do Brasil (Valadares et al., 

2007; Cardinal et al., 2008; Burgos et al., 2010). 

Casos humanos de infecção por TcV, no Brasil, somente foram reportados 

pelo estudo prévio de nosso grupo (Rodrigues dos Santos et al., 2018), 

corroborando com os dados do presente trabalho, de distribuição de TcV na Bahia, 

além de coinfecções com esta DTU (TcII+TcV e TcII/TcVI+TcV) em outros dois 

estados, Paraíba e Minas Gerais, respectivamente, sendo que ambos  pacientes 

estavam com a forma indeterminada da doença. Esses resultados sugerem que a 

área de transmissão de TcV deva ser maior que a estimada, destacando a 

importância desta, como a principal DTU correlacionada à infecção humana por T. 

cruzi no Chaco Argentino e Bolívia (Monje-Rumi et al., 2015). A terceira infecção 

mista identificada (TcII+TcIV), correspondeu a um paciente portador da forma 

cardíaca (estágio C), nascido em Pernambuco. A identificação de pacientes 

coinfectados por duas DTUs ressalta a importância de realizar a genotipagem 

molecular diretamente do sangue, em relação ao emprego de métodos clássicos 

para isolamento prévio do parasito (Monje-Rumi et al., 2015). Pelo nosso 

conhecimento, existem apenas quatro relatos, no Brasil, da ocorrência de TcIV em 

humanos. O primeiro, observado por Marcili e colaboradores. (2009c), no qual 

observaram a presença desta DTU em quatro pacientes oriundos do Pará e um 

paciente do Amapá. O segundo relato foi feito por Monteiro e colaboradores (2012), 

onde analisaram 46 amostras de pacientes na fase aguda e um paciente com a 

forma cardíaca crônica, todos oriundos do Amazonas. Identificaram TcIV em todas 

as amostras analisadas, seja como infecção única ou mista. Dario e colaboradores 

(2016), relataram um caso fatal decorrente da fase aguda da DC, no Espírito Santo, 

com a identificação de TcIV no tecido cardíaco de uma criança, além de três outras 

DTUs (TcI, TcII e TcIII), e infecção concomitante com Trypanosoma dionisii, um 

tripanosomatídeo de morcego. E, por fim, Esper e colaboradores (2019), publicaram 
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outro caso fatal, por transmissão oral, que levou a uma infecção aguda em uma 

criança no estado do Pará, e o genótipo TcIV de T. cruzi foi identificado no sangue 

da paciente. No presente trabalho, em Pernambuco, identificamos dois pacientes 

com a forma cardíaca, infectados por TcIV e uma infecção mista TcII+TcIV. Nossos 

resultados, somados à relatos da literatura, sugerem que a distribuição das DTUs de 

T. cruzi, TcIII, TcIV e TcV, nos biomas do Brasil, seja mais ampla do que como é 

conhecida atualmente (Dario et al., 2016; Rodrigues-dos-Santos et al., 2018). 

Nossos resultados revelaram que os genótipos TcII e TcVI estavam 

distribuídos em todas as formas clínicas, não apresentando nenhum tipo de 

associação específica. O mesmo foi observado na Argentina e Bolívia, em pacientes 

portadores de CCC ou doença digestiva, em que TcII, TcV ou TcVI foram 

identificados e não foram relacionados com a manifestação clínica (Cura et al., 2012; 

del Puerto et al., 2010). No presente estudo, a frequência de cardiomiopatia 

chagásica foi de 43,2% nos pacientes infectados por TcII e de 35,1% naqueles com 

infecção por TcVI; enquanto Rodrigues-dos-Santos e colaboradores (2018) 

encontraram frequências de 16,7% e 50% para TcII e TcVI, respectivamente. No 

Brasil, já foi demonstrada a associação de TcVI com ambas as formas, cardíaca e 

indeterminada da DC crônica (Sangenis et al., 2015; Oliveira et al., 2017; Rodrigues-

dos-Santos et al., 2018); e TcII tem sido a DTU mais frequentemente encontrada, 

associada às formas cardíaca crônica severa e digestiva (Lages-Silva et al., 2006; 

Oliveira et al., 2017; Volpato et al., 2017; Rodrigues-dos-Santos et al., 2018; 

Nielebock et al., 2020). No presente trabalho, dos 7 pacientes portadores da forma 

digestiva da DC, 4 apresentaram o genótipo TcII (Sergipe, Paraíba e Bahia) e 3 

estavam infectados por TcVI (Sergipe, Bahia e Peru), o que faz ampliar a associação 

de TcVI com a forma digestiva crônica da DC no Brasil. 

Comparamos carga parasitária dos indivíduos portadores de diferentes 

formas clínicas e níveis variados de progressão da cardiomiopatia, sexo e faixa 

etária. Mesmo considerando a parasitemia reduzida e transiente, característica da 

fase crônica da DC, a metodologia de qPCR em multiplex com sondas TaqMan foi 

capaz de diagnosticar e estimar a carga parasitária em 44,2% (130/294) dos 

pacientes. Em outros estudos que utilizaram o mesmo alvo (satDNA) em sistema 

TaqMan, para a detecção/quantificação de T. cruzi em amostras de sangue de 

pacientes com DC crônica, as taxas de positividade foram variáveis. Uma taxa de 

detecção de 80,7% (117/145), envolvendo indivíduos do Brasil, México, Bolívia, 
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Colômbia, Espanha (imigrantes da Bolívia) e Argentina foi observada por Ramirez e 

colaboradores (2015). Na Colômbia, 481 de 622 (77,3%) pacientes crônicos com a 

forma indeterminada ou com sintomatologia cardíaca, foram positivos, sendo 

detectada a presença de DNA de T. cruzi no sangue, por qPCR (Hernández et al., 

2016). Em Rodrigues-dos-Santos e colaboradores (2018), o índice de positividade 

obtido com pacientes crônicos do Brasil foi de 53,8% (35/65). Uma positividade 

semelhante foi encontrada por D’ Ávila e colaboradores (2018), com a detecção de 

DNA do parasito em 58,5% (79/153) das amostras de sangue. Curiosamente, os 

autores demonstraram que para um grupo de pacientes (n=44) que tiveram duas 

amostras de sangue coletadas em tempos distintos, com intervalos de 2 a 3 anos 

entre as coletas, a positividade da qPCR aumentou de 40,9% para 68,2% (D’ Ávila 

et al., 2018). 

Já foi demonstrado que a carga parasitária de pacientes crônicos portadores 

da DC cardíaca no Brasil, é significativamente menor, comparada aos pacientes de 

outros países endêmicos (Moreira et al., 2013; Ramírez et al., 2015; Melo et al., 

2015; Tavares de Oliveira et al., 2020), o que corrobora com nossos resultados, 

relacionados ao menor índice de positividade em pacientes do Brasil (Rodrigues-

dos-Santos et al., 2018; D’ Ávila et al., 2018). Também deve ser ressaltado que a 

maioria dos pacientes do nosso estudo (70,8%, 92/130) apresentaram parasitemias 

abaixo do limite de quantificação (LOQ = 1,53 eq. parasitos/mL), inferido por Duffy e 

colaboradores (2013) durante a padronização da qPCR multiplex direcionada ao 

alvo nuclear de satDNA. Este limite de quantificação indica que cargas parasitárias 

abaixo deste valor podem ser consideradas detectáveis, porém não quantificáveis. 

Considerando que, no presente trabalho, a maioria das amostras de pacientes do 

Brasil refletem esta condição, optamos por relatar os valores de carga parasitária de 

todas as amostras positivas por qPCR. A carga parasitária de T. cruzi variou entre 

0,002 a 72,21 eq. par./mL, com mediana igual a 0,390 [0,0700 - 2,050] eq. par./mL, 

valor este, inferior ao encontrado em demais estudos envolvendo pacientes com DC 

crônica do Brasil, Argentina, Bolívia, Colômbia e México, onde as medianas de carga 

parasitária variaram de 1,18 até 4,0 eq. par./mL (D’ Ávila et al., 2018; Rodrigues-dos-

Santos et al., 2018; Duffy et al., 2013; Melo et al., 2015; Ramírez et al., 2015; 

Hernández et al., 2016; Oliveira et al., 2020). Entretanto, os valores mínimo e 

máximo de carga parasitária, encontrados aqui, estão de acordo com o que foi 
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observado em pacientes crônicos do Chile (<0.1 a 78 par. eq.⁄mL) (Muñoz et al., 

2017). 

Comparando a carga parasitária entre os pacientes com ou sem CCC e, 

também, entre aqueles classificados nos diferentes estágios de CCC, foram 

observados níveis variados de parasitemia em relação às formas clínicas, idade e 

sexo. Em relação ao sexo e faixa etária dos pacientes, não houve diferença 

estatística na carga parasitária entre os grupos; sendo o mesmo foi observado em 

Rodrigues-dos-Santos e colaboradores (2018). Entretanto, no grupo de mulheres 

entre 55-74 anos houve uma leve tendência a uma maior carga parasitária, e ainda 

foi possível observar um maior número de casos de CCC (estágio A) neste grupo. 

Considerando as diferentes formas clínicas da DC, também não houve 

diferença estatística na carga parasitária entre os grupos de homens e mulheres. No 

grupo de pacientes homens entre 35-54 anos pode ser observada uma tendência 

para o aumento da carga parasitária; e para este mesmo grupo, houve uma maior 

frequência da forma clínica cardíaca (estágios B1+B2, C+D) quando comparado às 

mulheres da mesma faixa-etária. Quando os grupos de pacientes foram 

comparados, independente do sexo, considerando somente a faixa etária, houve 

uma tendência no aumento da carga parasitária no grupo de 55-74 anos, 

provavelmente por ser o grupo com o maior número de representantes e com uma 

variação maior na carga parasitária (mín= 0,002 eq. de parasitos/mL e máx=32,33 

eq. de parasitos/mL). A maior carga parasitária quantificada foi de 72,21 ± 8,56 eq. 

de parasitos/mL, relacionada à um paciente do sexo masculino, de 40 anos de idade 

e portador de CCC (estágio B1). O indivíduo mais idoso (86 anos), com carga 

parasitária detectável (0,33 ± 0,16 eq. de parasitos/mL), era do sexo feminino, 

portadora da forma mista da DC. Os resultados encontrados foram similares aos 

obtidos por Rodrigues-dos-Santos e colaboradores (2018), excetuando-se que, 

naquele estudo, o paciente que exibiu a maior carga parasitária (153,66 ± 27,49 eq. 

de parasitos/mL), possuía 74 anos de idade, com histórico de infarto do miocárdio, 

insuficiência renal crônica, associados a diabetes mellitus, critérios de exclusão para 

o presente estudo. 

Estimamos a carga parasitária e realizamos a caracterização molecular do 

parasito utilizando a mesma amostra de DNA. Correlacionando os dados entre si, de 

acordo com a apresentação clínica do paciente, não foi possível observar nenhuma 

associação entre carga parasitária, genótipo de T. cruzi e manifestação clínica, 
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assim como observado em estudos prévios (Ramirez et al., 2015; Hérnandez et al., 

2016; Muñoz et al., 2017; Rodrigues-dos-Santos et al., 2018; D’ Ávila et al., 2018; 

Tavares de Oliveira et al., 2020; Nielebock et al., 2020). Destaca-se, uma tendência 

de alta carga parasitária nos pacientes apresentando infecção única por TcII em 

relação às demais DTUs, sendo que este genótipo está presente em 43,2% dos 

casos de CCC, seguido por TcVI, em infecção única, identificado em 35,1% dos 

pacientes CCC. Rodrigues-dos-Santos e colaboradores (2018), também observaram 

cargas parasitárias mais elevadas em pacientes infectados por TcII (mediana de 

7,56 eq. par./mL), comparado às infecções por TcVI (mediana de 2,35 eq. par./mL). 

É provável que a ausência de associação entre os parâmetros aqui analisados seja 

devido à presença do parasito por órgãos ou tecidos específicos do hospedeiro, o 

que poderia resultar nas diferentes manifestações clínicas da DC (Melo & Brener, 

1978; Andrade et al., 1985). Neste contexto, os parasitos derivados do sangue 

periférico podem não representar as populações de T. cruzi encontradas em outros 

tecidos ou órgãos dos pacientes (Vago et al., 2000; Burgos et al., 2005, 2010). 

Adicionalmente, é altamente provável que fatores imunológicos do hospedeiro, em 

conjunto com as variações genéticas do parasito devam contribuir para a 

diversidade de apresentação clínica da DC (Zingales 2018). 

Além de avaliar os critérios genéticos do parasito no presente trabalho, 

também foram analisadas as variáveis genéticas do hospedeiro vertebrado, quanto à 

identificação de polimorfismos de base única em genes de citocinas, comparando os 

pacientes com DC e os indivíduos controles. Para isso, padronizamos e validamos a 

técnica de High-Resolution Melting para a análise de 15 polimorfismos presentes 

nas regiões promotoras de 12 genes que codificam citocinas. O HRM é uma 

metodologia utilizada para análises de dissociação de DNA, introduzida em 2002 

através de uma colaboração entre academia (Universidade de Utah, UT, EUA) e 

indústria (Idaho Technology, UT, EUA). Apesar de existirem inúmeros métodos de 

genotipagem; as técnicas que não necessitam de etapas de manipulação da 

amostra ao longo do processo (“tubo fechado”) possuem grandes vantagens para o 

laboratório clínico, o diagnóstico point-of-care e a medicina personalizada. Uma vez 

que não há exigência de processamento do material entre a amplificação e a 

análise, a necessidade de automação e o risco de contaminação são eliminados. 

Convencionalmente, estes métodos utilizam sondas alelo-específicas, normalmente 

marcadas com corante fluorescente e um quencher que se separam durante a 
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amplificação através da hidrólise e/ou perda da estrutura secundária das sondas 

(Wittwer & Kusukawa 2005). 

Visto que não há obrigatoriedade do uso de sondas fluorescentes, a 

metodologia de HRM possui vantagens de custo e simplicidade de interpretação dos 

resultados frente a outras abordagens para genotipagem. A exemplo da técnica 

considerada padrão ouro para genotipagem de polimorfismos, o sequenciamento de 

Sanger é uma metodologia de custo-benefício consideravelmente elevada quando 

comparada ao HRM. Para a realização da técnica de Sanger, exige-se uma 

demanda maior de tempo entre as etapas, custo elevado dos kits de 

sequenciamento, além da interpretação dos resultados ser dependente de outros 

recursos, como banco de dados na internet. 

A metodologia de HRM é muito suscetível às concentrações de íons, razão 

pela qual somente amostras com condições idênticas de tampão (p. ex. mesmo 

método de extração de DNA) devem ser analisadas na mesma corrida (Reed et al., 

2007; Schütz & von Ahsen 2009; Naue et al., 2014). Por estarmos padronizando e 

validando os ensaios de HRM para o conjunto de 15 alvos polimórficos a serem 

testados, foi necessária a confirmação dos nossos resultados através de 

sequenciamento por Sanger (Anexo 4). Embora seja um método laborioso e 

demorado, o sequenciamento por Sanger é uma técnica precisa para a obtenção da 

informação da sequência de DNA dos produtos amplificados. Uma limitação do 

método de HRM é que não se pode aplicá-lo facilmente em ensaios multiplex, ou 

seja, para a genotipagem simultânea de variantes presentes em fragmentos de DNA 

distintos. Teoricamente, ensaios multiplex podem ser realizados explorando as 

diferenças nas cores das curvas geradas, diferenças nas temperaturas, ou ambas. 

HRM é um método simples de usar, possui custo consideravelmente mais 

baixo, sensibilidade e especificidade altas, tornando-se uma técnica de escolha para 

mapear e identificar polimorfismos de base única presentes no material genético, 

variantes de patógenos em pacientes, principalmente em casos de doenças 

negligenciadas. 

Dos dois polimorfismos relacionados a genes de citocinas que foram aqui 

estudados, para avaliar se existe suscetibilidade à DC ou a sua progressão, não 

foram observadas associações significativas nas frequências genotípicas e alélicas 

de TNFA (-308G/A, rs1800629) e de IL10 (SNP -1082G/A, rs1800896) com o 

desenvolvimento da DC crônica. Porém, um valor de Qui-Quadrado muito próximo 
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ao nível de significância (de 5%), X2= 3,742 e p=0,053, foi observado quando houve 

avaliação de possível associação da frequência alélica do TNFA com a DC, 

sugerindo que, aumentando o tamanho amostral ou através de uma avaliação por 

meta-análise, seja possível observar a associação do alelo A com a doença. 

A importância do TNF-α (citocina pró-inflamatória) na patogenia da DC fez 

essa citocina ser uma das primeiras a ser estudadas e permanece sendo a mais 

estudada no que diz respeito a SNPs e suscetibilidade a doença. Alguns estudos 

sugerem que a produção de TNF-α nos órgãos afetados pela DC seja parcialmente 

responsável pela gravidade da patologia. Uma frequência maior de linfócitos 

produtores de TNF-α e níveis plasmáticos aumentados foram reportados em 

pacientes portadores da DC crônica, havendo uma forte correlação com o grau de 

disfunção cardíaca (Ferreira et al., 2003; Talvani et al., 2004; Lorena et al., 2010; 

Lannes-Vieira et al., 2011). Inclusive, já foi reportado que ocorre redução dos níveis 

séricos de TNF-α em pacientes com CCC e tratados com amiodarona (Rodríguez-

Ângulo et al., 2017), assim como o tratamento com dose subótima de BNZ também 

leva a uma redução dessa citocina no modelo murino de fase crônica (Villar-Pereira 

et al., 2016).   

 Associações entre polimorfismos genéticos do gene TNFA foram descritas 

em diversos estudos sobre doenças infecciosas e não-infecciosas. Os alelos -1031C 

e -308A foram associados ao aumento da expressão gênica de TNFA e a produção 

da proteína (Wilson et al., 1997; Higuchi et al., 1998; Sohail et al., 2008); e como 

consequência,  maior resposta inflamatória e dano tecidual. 

O gene de TNFA contem vários SNPs, sendo apenas dois, os mais 

estudados. O primeiro está localizado na posição -238 e o segundo na posição -308 

em relação ao sítio de início da transcrição, no qual a presença de guanina (G) 

define o alelo do tipo selvagem. Foi demonstrado que para ambas as posições, a 

presença de adenina (A) resulta em uma maior transcrição do gene, com 

implicações funcionais (Wilson et al., 1997). 

As citocinas pró inflamatórias desempenham um papel fundamental no 

desenvolvimento da CCC (Ferreira et al., 2003; Rodríguez-Ângulo et al., 2017). No 

presente trabalho, o polimorfismo TNFA (-308, rs1800629) não apresentou 

associação significativa ao risco de DC, apenas uma tendência ao risco à doença 

nos portadores do alelo A. Os polimorfismos no gene de TNFA foram avaliados, 



 

115 

 

anteriormente, em populações do Peru, México, Brasil e Colômbia, e os resultados 

obtidos foram conflitantes. Objetivando investigar a influência dos polimorfismos de 

TNF na DC, TNFA (SNPs −308 rs1800629, −244 rs673, −238 rs361525, e −1031 

rs1799964) e genótipos de TNFB foram analisados por Beraún e colaboradores 

(1998). Não foi observada diferença significativa destes alelos ou haplótipos, entre 

os pacientes e controles, em uma população peruana. O alelo TNFA-308A também 

não foi associado com CCC nos pacientes brasileiros (Drigo et al., 2007, Alvarado-

Arnez et al., 2018). Porém, em outro estudo com pacientes do Brasil, 42 indivíduos 

com CCC, portadores do alelo A (TNFA-308A), demonstraram uma associação entre 

este alelo e morte precoce (Drigo et al., 2006). Entretanto, este mesmo SNP pode 

estar envolvido diretamente na suscetibilidade genética da fase crônica e o 

desenvolvimento da CCC na população mexicana (Rodríguez-Pérez et al., 2005). 

Outro estudo, também em pacientes brasileiros, sugere que o alelo TNFA-238A, o 

qual está correlacionado com a produção de níveis significativos de TNF-ߙ, pode 

influenciar a suscetibilidade à infecção (Pissetti et al., 2011). Os alelos TNFA-1031C 

e -308A foram associados significativamente ao desenvolvimento de CCC, enquanto 

que os genótipos TNFA-1031TT e -308GG foram associados com o baixo risco de 

desenvolvimento de CCC, em uma população colombiana (Criado et al., 2012). 

Estes resultados discrepantes podem estar relacionados ao tamanho amostral 

pequeno, assim como às diferenças na frequência alélica entre as populações de 

estudo, o que poderia explicar algumas falhas na tentativa de encontrar alguma 

associação. Diferenças na estrutura genética e étnica das populações também 

podem ser o motivo para o encontro de diferentes perfis de suscetibilidade a CCC, 

relacionados ao gene TNFA (Pisseti et al., 2011). Adicionalmente, estes resultados 

discordantes podem ser justificados, tendo como baseo desequilíbrio de ligação que 

ocorre entre o gene de TNFA e os genes HLA (Shaw et al., 2004; Kumar et al., 

2007). A respeito disso, o forte desequilíbrio de ligação observado na região MHC, 

especialmente na região central entre os genes HLA classes I e II, com mais de 50 

genes envolvidos, incluindo TNFA, contribui para a formação de haplótipos 

extendidos que foram associados às doenças infecciosas e inflamatórias (Vejbaesya 

et al., 2009; Tan et al., 2010) e sugerido na DC (Nieto et al., 2000; Moreno et al., 

2004). 

Em relação à DC, foi observado que pacientes infectados com T. cruzi exibem 

níveis de TNF-α aumentados no plasma comparados aos indivíduos não infectados. 



 

116 

 

Este aumento pode ser até 4 vezes maior nos pacientes assintomáticos e naqueles 

com CCC e fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) >50%, e 8 vezes maior 

em pacientes com CCC e FEVE ≤50%, comparados aos indivíduos não infectados. 

(Ferreira et al., 2003). Esta correlação entre os níveis de TNF-α e a piora no quadro 

de CCC, estabelecida por uma redução de FEVE, também foi descrita por Sousa e 

colaboradores (2017). A caracterização funcional da produção de citocina e sua 

associação aos fenótipos da doença ou aos genótipos dos polimorfismos 

representam um desafio na DC. A estrutura complexa da região 6p21 do 

cromossomo 6 (envolvendo os genes LTA/TNF/BAT1), pode sugerir que outros sítios 

polimórficos além do -308 (rs1800629) afetem os níveis de TNF-α (Ramasawmy et 

al., 2007). Uma meta-análise de estudos funcionais, direcionada para melhor 

compreender a influência do polimorfismo -308 sob os níveis de TNF-α, resultou na 

ausência de efeitos deste SNP em nível de mRNA (Mekinian et al., 2011). O mesmo 

resultado foi encontrado por Alvarado-Arnez e colaboradores (2018). Ao todo, estes 

achados sugerem que TNF-α deva ser, meramente, um componente de um perfil 

inflamatório complexo associado à cardiomiopatia na DC, ao invés de atuar como 

único fator determinante. 

A miocardite crônica é a principal causa de morbidade e mortalidade na DC, 

com prognóstico determinado através da averiguação da gravidade das lesões 

cardíacas, as quais são correlacionadas ao processo inflamatório do miocárdio (Reis 

et al., 1993; Dutra & Gollob 2008). A produção de IL-10 e INF-ߛ por células T 

regulatórias promove o controle da infecção por T. cruzi e protege contra a 

miocardite aguda fatal (Flórez et al., 2006; Cruz-Robles et al., 2009; D’Ávila et al., 

2009; Roffê et al., 2012). 

O polimorfismo IL-10 -1082G/A, que se situa na região promotora do gene 

IL10, foi associado ao desenvolvimento de doenças autoimunes e/ou inflamatórias 

(Edward-Smith et al., 1999; Koch et al., 2001). No presente estudo, a comparação 

entre os indivíduos não infectados (controles) e indivíduos infectados (pacientes), 

em relação as frequências genotípicas e alélicas para este polimorfismo, não 

mostrou diferença significativa. No entanto, quando foi utilizada a correlação de 

Pearson, notou-se uma tendência a uma associação entre o genótipo AA e a 

progressão da DC, porém, essa informação ainda necessita ser confirmada, 

aumentando o tamanho do número amostral do estudo. Em relação a citocina 

regulatória IL-10, um estudo envolvendo uma população brasileira demonstrou que o 
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alelo A de IL-10 -1082 foi correlacionado com a baixa expressão de IL-10 e 

suscetibilidade à CCC (Costa et al., 2009). É admissível que a suscetibilidade 

genética para a produção de níveis reduzidos de IL-10 pode predispor os indivíduos 

infectados por T. cruzi, ao desenvolvimento de uma resposta inflamatória mais 

intensa, e assim, ao desenvolvimento da cardiomiopatia. Embora esta associação 

apresente uma possibilidade interessante, também é notável mencionar que nem 

todos os pacientes com a forma cardíaca exibem um genótipo de baixa produção de 

IL-10 (Dutra et al., 2014; Salvador et al., 2020).  

Por outro lado, como visto anteriormente em uma população colombiana 

(Flórez et al., 2011) e recentemente, em uma população brasileira (Alvarado-Arnez 

et al., 2018), assim como o presente estudo, envolvendo pacientes com DC oriundos 

de diversas regiões brasileiras e dois indivíduos de países vizinhos (Peru e Chile), 

não houve associação entre o conjunto de alelos e genótipos de IL-10 com a clínica 

da DC. Costa e colaboradores (2009) analisaram a expressão do níveis séricos de 

IL-10 e a correlacionaram com os valores de FEVE, observando que uma maior 

expressão de IL-10 está relacionada a uma melhor função cardíaca, sugerindo um 

papel protetor para IL-10 na DC. Em outra investigação, Moreno e colaboradores 

(2004) sugerem que um evento de epistasia entre MHC e IL-10 esteja associado à 

suscetibilidade/resistência à DC. 

Vale destacar que no presente trabalho foram avaliados os parâmetros: carga 

parasitária, genótipo de T. cruzi e polimorfismos nos genes TNFA e IL10 para avaliar 

possíveis associações com as formas clínicas da DC. Considerando a importância 

de cada um desses fatores individualmente, amplamente discutidos na literatura, e 

buscando contribuir para melhor compreender o desfecho clínico e/ou um marcador 

de prognóstico da doença, optamos por realizar análises comparativas entre os três 

parâmetros, visto que, até o atual momento, o conjunto destas informações ainda 

carece ser explorado. Apesar de não terem sido observadas diferenças 

estatisticamente significativas para afirmar a existência de associação entres estes 

fatores às formas clínicas e/ou progressão/risco na DC, há evidências de que haja 

uma associação entre os marcadores genéticos humanos analisados à progressão 

da doença. 

Polimorfismos com potencial de atuarem como marcadores de prognóstico 

para a indicação de grupos propensos a desenvolverem manifestações cardíacas 

graves da DC, podem ser de extremo interesse. Considerando o longo período de 
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tempo para a apresentação clínica dos sintomas, na fase crônica da DC, a 

identificação de potenciais marcadores torna-se fundamental para melhor 

compreender o desfecho clínico da doença. 

Uma limitação da maioria dos estudos sobre polimorfismos em genes de 

citocinas, na DC, é o tamanho amostral, incluindo o presente trabalho. Nosso estudo 

abrangeu indivíduos de todas as regiões brasileiras, diferenciando-se de outros 

estudos de associação em DC, nos quais a população-alvo é originária, geralmente, 

das regiões Sudeste e/ou Nordeste. Outra característica do presente trabalho é que 

este foi realizado em colaboração com o Instituto de Infectologia Evandro Chagas 

(INI), instituição referência que recruta os indivíduos, de acordo com a busca dos 

mesmos por antendimento, por suspeita de estarem infectados por T. cruzi (a 

maioria por conta de histórico familiar e/ou residir em local endêmico). Este também 

foi um fator limitante, principalmente no que concerne a ampliação do tamanho 

amostral da coorte. Outro aspecto que merece destaque foi o surgimento do SARS-

CoV-2 (novo coronavírus), agente etiológico da COVID-19, causando uma 

pandemia, em que, para a sua contenção, foram necessárias medidas restritivas, 

sendo uma delas o isolamento social total por meses. Esse afastamento 

impossibilitou a análise dos demais SNPs propostos no presente estudo, bem como 

impediu a realização de um novo recrutamento de indivíduos para o trabalho. 

Como um todo, nosso estudo indicou uma leve tendência de associação 

genética para o polimorfismo TNFA (-308, rs1800629), além de apontar a dificuldade 

em caracterizar a influência das variantes genéticas nos dois genes de resposta 

imune testados na população, considerados relevantes para o desenvolvimento da 

DC. A ausência de um marcador genético forte pode indicar que os efeitos da 

resposta imune sob o controle do parasito e o perfil inflamatório, para pacientes com 

DC, não são predeterminantes genéticos. Portanto, a falta de evidências de algum 

tipo de associação relatada no presente trabalho, assim como em outras coortes 

analisadas de populações brasileiras, deve estimular estudos futuros, com o intuito 

de dar suporte à pesquisa de fatores fisiopatológicos resultantes da interação 

parasito/hospedeiro, e que estejam envolvidos com a progressão da DC. 

Dessa forma, futuramente, pretende-se dar continuidade ao trabalho, visando 

aumentar o tamanho do número amostral para dar robustez aos achados 

estatísticos, além de concluir as análises por HRM dos outros SNPs já padronizados 

para esta técnica. Avaliar um maior número de sítios polimórficos em genes que 
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codificam moléculas do sitema imune humano, confere resultados mais fidedignos 

com a realidade dos indivíduos, posto que os polimorfismos atuam, lado a lado, 

podendo influenciar o desfecho clínico da doença. 
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6. Conclusão 

Neste trabalho foram avaliados fatores epidemiológicos e moleculares do 

parasito, tais como carga parasitária e genótipo, bem como fatores genéticos 

humanos, possivelmente envolvidos no desenrolar das formas clínicas durante a 

fase crônica da DC. O estudo teve como proposta contribuir para o aumento do 

conhecimento sobre a DC: 

 Os parâmetros biológicos, tais como sexo e idade, dos indivíduos em 

estudo, quando confrontados entre si e com as formas clínicas da DC, 

não resultaram em diferenças estatisticamente significativas; 

 A análise comparativa entre carga parasitária, parâmetros biológicos 

dos indivíduos e as formas clínicas da DC, também não demonstrou 

qualquer associação significativa; 

 Os genótipos TcII e TcVI de T. cruzi foram os mais representativos 

dentre as DTUs encontradas, além de ter sido identificada infecção por 

TcV em um paciente da Bahia; 

 A análise conjunta entre carga parasitária, genótipo de T. cruzi e 

formas clínicas da DC, não indicou associação em relação à 

progressão da doença; 

 Os ensaios de HRM para todos os alvos polimórficos em genes de 

resposta imune propostos foram padronizados e validados com 

sucesso, permitindo a aplicação da técnica também na investigação de 

SNPs em outras doenças; 

 Não foi observada associação dos polimorfismos TNFA -308G/A e IL-

10 -1082G/A à progressão da DC; no entanto, sugerimos o aumento do 

número amostral para confirmar a tendência identificada de possível 

associação da frequência alélica do TNFAA com a DC; 

 A análise global entre os paramêtros carga parasitária, genótipo de T. 

cruzi, idade e sexo dos indivíduos, juntamente com as formas clínicas 

da DC e os polimorfismos TNFA -308G/A e IL-10 -1082G/A não revelou 

qualquer associação significativa. 

Como um todo, nosso estudo corrobora que ainda há necessidade de 

investigação acerca dos fatores envolvendo o parasito e o homem, afim de 

enriquecer o conhecimento e melhor compreender a dinâmica da interação T. 

cruzi/humano no desfecho clínico da DC. 
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Anexo 1 

Documento que consta o CEP autorizando a análise das amostras de sangue 

dos indivíduos com ou sem DC para a obtenção da carga parasitária e identificação 

do genótipo de Trypanosoma cruzi. 
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Anexo 2 

Documento que consta o CEP autorizando a análise das amostras de sangue 

dos indivíduos sem DC para a formação do grupo de controle negativo para a 

identificação de SNPs em genes de citocina humanos. 
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Anexo 3 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Versão 2). 

 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Projeto: Correlação entre biomarcadores, carga parasitária e formas clínicas da 
doença de Chagas 

 
Você está sendo convidado a participar de um estudo sobre doença de 

Chagas. A Doença de Chagas pode provocar danos ao coração mesmo quando 
tratada corretamente. Nesta pesquisa queremos avaliar a concentração no sangue 
de algumas substâncias para descobrir se o seu nível aumentado pode ou não fazer 
com que a pessoa com doença de Chagas tenha maior risco de ter problemas no 
coração. Estas substâncias são moléculas inflamatórias e marcadores de doença do 
coração. Além disso, queremos dosar a quantidade de parasitos e o seu tipo no seu 
sangue para estudar se isso muda o seu risco de ter problemas no coração.  

Para participar deste estudo o (a) Sr.(a)., como voluntário, deverá ser 
submetido a uma coleta de seu sangue para testes em laboratório. A coleta de 
sangue que será realizada poderá causar um pequeno desconforto (semelhante a 
uma picada de inseto), com eventual, transitória e pequena ardência no local da 
coleta.  

Esteja ciente que sua participação é VOLUNTÁRIA, o que significa que o (a) 
Sr. (a) poderá decidir se quer ou não participar deste estudo, ou caso haja qualquer 
DESCONFORTO ou CONSTRANGIMENTO durante o mesmo o Sr.(a) poderá 
solicitar a não participação ou desistência do estudo. Caso não aceite ou desista de 
participar do estudo, seu tratamento ocorrerá sem nenhum prejuízo. 

Este estudo ocorrerá de forma CONFIDENCIAL e manterá seu ANONIMATO 
em todos os exames que realizar e também sobre seu diagnóstico. Somente a 
equipe de profissionais envolvida neste estudo terá conhecimento dos resultados 
dos exames que realizar e do conteúdo que foi informado durante a(s) consulta(s). 

A sua participação neste estudo é fundamental e poderá gerar benefícios para 
as pessoas portadoras de doença de Chagas ao se obter informações que 
permitirão conhecer melhor a doença de Chagas.  

 
 
Rubrica do Paciente do Estudo: _________Rubrica do Representante Legal “se 
houver”: _________Rubrica do membro da equipe que obteve o Termo: _________ 

O Sr.(a) deverá estar ciente que participando deste projeto, estará 
autorizando o armazenamento da amostra de sangue utilizada por um período 
mínimo de 5 anos. Esta amostra não será utilizada para outra finalidade ou outra 
pesquisa. 
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Em caso de participação voluntária, este documento deverá ser assinado em 
duas vias onde uma ficará com você voluntário ou responsável e outra com o 
pesquisador. 

Em caso de qualquer dúvida, o (a) Sr. (a) poderá entrar em contato com o 
Coordenador do Projeto Roberto Magalhães Saraiva, no IPEC – FIOCRUZ no 
endereço: Av. Brasil, 4365, IPEC, Manguinhos, Rio de Janeiro, CEP.: 21.040-361. 
Telefones: 38659648/999809930. 

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
do IPEC. Se você deseja obter maiores informações relacionadas ao CEP, por favor, 
entre em contato com o comitê pelo telefone 38659595 ramal 9585. 

Após ter pessoalmente lido ou ter ouvido atentamente a leitura deste termo e 
da informação contida em todas as páginas deste documento, tive a oportunidade de 
fazer perguntas relacionadas à minha participação neste estudo que foram 
respondidas de forma satisfatória e compreensível. Confirmo meu consentimento 
voluntário para participar nesta pesquisa e entendo que tenho o direito de me retirar 
do estudo a qualquer momento sem que esta decisão afete de alguma maneira o 
meu cuidado médico. 
 
NOME DO PARTICIPANTE:_________________________________________ 
ASSINATURA DO PARTICIPANTE:___________________________________ 
DATA:__________________ 
Se o participante não puder ler e ou assinar : 
Certifico que este documento de consentimento informado foi lido de maneira 
completa e clara e que o voluntário teve a oportunidade de fazer perguntas quer 
foram respondidas satisfatoriamente. Confirmo que o participante deu seu 
consentimento para participar nesta pesquisa de maneira voluntária. 
NOME DA TESTEMUNHA: __________________________________________ 
ASSINATURA DA TESTEMUNHA:____________________________________  
DATA: _____________________ 
Polegar Direito do Participante: 
 
 
 
 
Certifico que verifiquei pessoalmente a leitura pelo voluntário, ou li para ele de modo 
completo este termo de consentimento livre e esclarecido. O paciente teve a 
oportunidade de perguntar e recebeu respostas satisfatórias. Confirmo que o 
paciente forneceu seu consentimento voluntariamente. 
NOME DO INVESTIGADOR: ________________________________________ 
ASSINATURA DO INVESTIGADOR: __________________________________ 
DATA: _________________________________ 
Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi entregue ao 
participante _______ (iniciais do paciente) 
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Anexo 4 

Dados dos 130 pacientes analisados com relação à carga parasitária, 

genótipo de T. cruzi, sexo, forma clínica da doença de Chagas e naturalidade. 

Pacientes 
Carga 

Parasitária (eq. 
parasitos/mL) 

DTU Sexo Forma clínica Naturalidade

1 5,60 ±0,11 II M Estágio A MG 
2 0,41 ±0,16 II H Estágio B1 PE 
3 1,85 ±0,94 VI M Indeterminada BA 
4 3,56 ±0,07 II M Estagio C GO 
5 0,05 ±0,03 VI M Mista MG 
6 3,06 ± 2,43 II/VI H Indeterminada PE 
7 2,70 ±1,33 VI M Estagio A MG 
8 0,97 ±0,15 II M Indeterminada MG 
9 0,003 ±0,001 VI H Estagio C MG 
10 0,21 ±0,04 VI H Digestiva PERU 
11 2,77 ± 1,97 II/VI M Indeterminada AL 
12 2,26 ±0,50 VI H Indeterminada BA 
13 2,46 ± 1,33 II/VI M Estágio A BA 
14 0,103 ±0,003 II/VI H Estágio B1 PB 
15 0,19 ±0,01 II/VI M Mista BA 
16 2,05 ± 1,95 II/VI M Estágio B1 PI 
17 1,40 ±0,85 II M Estágio A MG 
18 0,44 ±0,39 II M Mista PE 
19 0,09 ±0,01 II M Estágio A PB 
20 0,04 ±0,03 II/VI M Mista BA 
21 0,04 ±0,04 VI M Estágio B1 MG 
22 0,22 ±0,03 VI M Estágio A MG 
23 6,15 ± 1,43 II/VI M Estágio B2 MG 
24 2,49 ±2,1 II/VI M Estágio A BA 
25 0,02 ±0,01 VI H Estágio B2 BA 
26 0,04 ±0,03 II M Estágio C MG 
27 0,05 ±0,01 VI M Digestiva SE 
28 0,005 ±0,03 VI H Estágio B1 BA 
29 0,04 ± 0,03 VI M Estágio A MG 
30 10,12 ±2,44 II M Estágio A BA 
31 0,44 ±0,16 V M Estágio C BA 
32 0,35 ±0,11 II H Indeterminada PE 
33 0,05 ±0,02 VI M Estágio B1 MG 
34 1,81 ± 1,73 VI M Digestiva BA 
35 0,80 ±0,35 II M Estágio B1 CE 
36 2,09 ±0,34 II/VI M Indeterminada CHILE 
37 0,20 ±0,16 VI H Indeterminada MG 
38 9,00 ±0,29 II M Estágio A PE 
39 0,07 ±0,03 II/VI M Estágio A BA 
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40 4,48 ±1,81 VI M Indeterminada BA 
41 0,23 ±0,15 VI M Indeterminada RS 
42 27,88 ±2,86 VI H Mista BA 
43 0,33 ±0,16 II M Mista PE 
44 0,05 ±0,006 IV M Estágio A PE 
45 0,41 ±0,05 II+V H Indeterminada PB 
46 25,71 ± 6,09 VI M Estágio A MG 
47 5,58 ±1,86 II H Mista PB 
48 1,23 ±0,37 VI M Indeterminada MG 
49 0,15 ±0,008 II/VI M Estágio B1 MG 
50  0,011 ±0,008 VI H Estágio A BA 
51 0,44 ±0,12 II M Estágio A PB 
52 2,53 ±0,82 II M Estágio A RJ 
53 0,17 ±0,06 II/VI H Estágio C MG 
54 0,39 ± 0,05 II/VI H Indeterminada RJ 
55 58,26 ±8,24 VI H Estágio C PB 
56 9,87 ±4,40 VI H Estágio A PB 
57 14,82 ± 4,68 II/VI M Indeterminada RJ 
58 0,42 ±0,02 VI H Estágio C CE 
59 0,02 ±0,01 II/VI H Estágio B1 PB 
60 0,003 ±0,002 II/VI + V H Indeterminada MG 
61 2,10 ±0,4 VI M Estágio A AL 
62 0,68 ±0,23 VI M Estágio C AL 
63 0,04 ±0,02 VI H Estágio B1 GO 
64 1,03 ±0,23 VI M Estágio B1 MG 
65 2,17 ±0,62 VI H Estágio B2 MG 
66 0,12 ±0,05 II/VI M Estágio D BA 
67 0,63  ±0,35 VI M Indeterminada BA 
68 2,71 ±0,36 II M Estágio A RJ 
69 0,82 ±0,29 II M Mista RJ 
70 0,77 ±0,33 II H Estágio B1 GO 
71 0,02 ±0,01 VI H Estágio A AL 
72 0,10 ±0,05 II M Indeterminada PB 
73 72,21 ±8,56 II H Estágio B1 PE 
74 0,23 ±0,04 II+IV H Estágio C PE 
75 7,60 ±0,93 II H Indeterminada PE 
76 0,03 ±0,01 VI H Indeterminada BA 
77 1,48 ±0,21 II H Estágio B1 MG 
78 0,82 ±0,56 II H Estágio C PE 
79 0,87 ±0,50 II H Estágio B1 PE 
80 0,09 ±0,03 II H Estágio B1 AL 
81 0,39 ±0,20 II M Estágio A BA 
82 0,05 ±0,01 VI M Mista CE 
83 21,65 ±1,79 VI M Mista CE 
84 4,68 ±0,32 II M Estágio A BA 
85 0,09 ±0,02 II M Mista AL 
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86 0,36 ±0,20 II/VI M Estágio A CE 
87 0,04 ±0,02 II H Estágio A CE 
88 0,034 ±0,008 II M Estágio A PB 
89 1,73 ±0,40 II H Estágio C BA 
90 0,07 ±0,05 II M Indeterminada BA 
91 0,03 ±0,01 II M Estágio C PE 
92 1,44 ±0,35 II H Indeterminada MG 
93 0,58 ±0,29 VI M Indeterminada MG 
94 0,14 ±0,03 II H Mista PE 
95 2,10 ±0,44 II M Indeterminada BA 
96 0,18 ±0,07 VI H Estágio D PB 
97 0,13 ±0,09 VI H Estágio A PB 
98 0,007 ±0,002 II H Indeterminada PE 
99 0,008 ±0,003 II M Estágio C PE 

100 1,23 ±0,09 VI H Estágio C PB 
101 32,33 ±10,60 VI M Indeterminada BA 
102 1,51 ±0,31 II H Digestiva SE 
103 0,31 ±0,23 VI H Indeterminada AL 
104 0,022 ±0,004 VI M Mista BA 
105 0,51 ±0,39 VI H Estágio B1 PB 
106 0,05 ±0,04 VI M Estágio A AL 
107 1,05 ±0,22 II M Digestiva BA 
108 0,28 ±0,08 VI M Estágio B1 BA 
109 0,28 ± 0,17  VI M Indeterminada RJ 
110 0,43 ±0,25 II M Estágio C PB 
111 0,28 ±0,14 II H Estágio A BA 
112 5,18 ±1,55 II H Estágio A CE 
113 0,11 ±0,09 II M Indeterminada MG 
114 1,16 ±0,72 II H Estágio A BA 
115 0,011 ±0,008 II M Estágio A PE 
116 0,09 ±0,04 II/VI M Mista PE 
117 0,02 ±0,01 VI H Indeterminada PE 
118 0,02 ±0,01 II/VI H Mista BA 
119 0,006 ±0,002 VI H Estágio A MG 
120 0,50 ±0,03 II M Estágio B1 SE 
121 0,11 ±0,014 VI M Indeterminada BA 
122 0,17 ±0,15 VI M Mista AL 
123 0,07 ±0,06 II M Mista BA 
124 2,42 ± 0,81 VI M Indeterminada MS 
125 0,19 ± 0,08 II/VI M Mista PE 
126 0,01 ± 0,01 II/VI M Estágio A MG 
127 0,17 ±0,15 II/VI M Estágio B1 BA 
128 0,07 ±0,01 II M Digestiva PB 
129 4,77 ±2,05 II M Estágio A AL 
130 0,005 ±0,005 II/VI M Indeterminada RS 



 

188 

 

Legenda: M-mulher, H-homem, Estágios (A, B1, B2, C e D) correspondem a forma clínica 

cardíaca 
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Anexo 5 

Resultado do sequenciamento dos produtos de PCR contendo as sequências de DNA dos SNPs de citocinas humanas. 
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Amostra  Gene  SNP  Genótipo 
Número de acesso do  

NCBI 
Descrição  Query cover  Identidade  E‐ value 

1  TNFA  rs1800629G/A  AG  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  99.39%  2e‐75 

2  TNFA  rs1800629G/A  GG  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  100%  9e‐60 

3  TNFA  rs1800629G/A  AA  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  99.46%  5e‐89 

4  TNFA  rs1800629G/A  AG  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  99.46%  9e‐87 

5  TNFA  rs1800629G/A  GG  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  100%  3e‐93 

6  TNFA  rs1800629G/A  AA  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  99.47%  2e‐89 

7  TNFA  rs1800629G/A  AG  KP339511.1 
Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF) gene, 

TNF‐308 allele, partial sequence 
100%  99.50%  3e‐94 

8  IL10  rs1800896G/A  AG  NG_012088.1 
Homo sapiens interleukin 10 (IL10), RefSeqGene 

(LRG_1230) on chromosome 1 
100%  98.80%  3e‐81 

9  IL10  rs1800896G/A  AA  NG_012088.1 
Homo sapiens interleukin 10 (IL10), RefSeqGene 

(LRG_1230) on chromosome 1 
100%  100%  4e‐35 

10  IL10  rs1800896G/A  GG  NG_012088.1 
Homo sapiens interleukin 10 (IL10), RefSeqGene 

(LRG_1230) on chromosome 1 
100%  99.14%  2e‐50 

11  IL10  rs1800896G/A  AG  NG_012088.1 
Homo sapiens interleukin 10 (IL10), RefSeqGene 

(LRG_1230) on chromosome 1 
100%  100%  3e‐55 

12  IL10  rs1800896G/A  AG  NG_012088.1 
Homo sapiens interleukin 10 (IL10), RefSeqGene 

(LRG_1230) on chromosome 1 
100%  97.74%  2e‐56 

13  IL18  rs2043055A/G/T  A‐  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  2e‐90 

1  IL18  rs2043055A/G/T  GG  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  99.32%  3e‐66 

2  IL18  rs2043055A/G/T  AA  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  5e‐111 

14  IL18  rs2043055A/G/T  GG  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  99.54%  6e‐103 

15  IL18  rs2043055A/G/T  AA  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  1e‐92 

16  IL18  rs360719C/T  TT  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  7e‐115 

15  IL18  rs360719C/T  CC  NG_028143.1
 

Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  99.59%  4e‐119 

1  IL18  rs360719C/T  TT  NG_028143.1
 

Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  5e‐117 
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17  IL18  rs360719C/T  CC  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  99.57%  5e‐111 

18  IL18  rs360719C/T  TT  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  100%  2e‐121 

19  IL18  rs360719C/T  CC  NG_028143.1 
Homo sapiens interleukin 18 (IL18), RefSeqGene 

on chromosome 11 
100%  99.59%  1e‐118 

20  TGFB1  rs1800470 T/G/C  TC  LM651053.1 

Homo sapiens partial TGFB1 gene for 

transforming growth factor, beta 1, allele 

TGFB1*p030, exon 1 

100%  100%  2e‐90 

18  TGFB1  rs1800470 T/G/C  TT  LM651053.1 

Homo sapiens partial TGFB1 gene for 

transforming growth factor, beta 1, allele 

TGFB1*p030, exon 1 

100%  100%  5e‐84 

21  TGFB1  rs1800470 T/G/C  T‐  LM651053.1 

Homo sapiens partial TGFB1 gene for 

transforming growth factor, beta 1, allele 

TGFB1*p030, exon 1 

100%  100%  6e‐89 

22  TGFB1  rs1800470 T/G/C  T‐  LM651053.1 

Homo sapiens partial TGFB1 gene for 

transforming growth factor, beta 1, allele 

TGFB1*p030, exon 1 

100%  100%  6e‐89 

7  MIF  rs755622G/C  CC  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  100%  9e‐114 

21  MIF  rs755622G/C  GG  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  99.57%  2e‐110 

23  MIF  rs755622G/C  C‐  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  100%  1e‐104 

24  MIF  rs755622G/C  GG  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  99.54%  6e‐103 

22  MIF  rs755622G/C  CC  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  100%  1e‐111 

4  MIF  rs755622G/C  GG  NG_012099.1 
Homo sapiens macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), RefSeqGene on chromosome 22 
100%  99.57%  1e‐112 

4  IL1RN  rs315952T/C/A  T‐  NG_021240.1 
Homo sapiens interleukin 1 receptor antagonist 

(IL1RN), RefSeqGene (LRG_188) on chromosome 2 
100%  100%  1e‐92 

14  IL1RN  rs315952T/C/A  T‐  NG_021240.1 
Homo sapiens interleukin 1 receptor antagonist 

(IL1RN), RefSeqGene (LRG_188) on chromosome 2 
99%  100%  4e‐99 

25  IL1RN  rs315952T/C/A  TT  NG_021240.1 
Homo sapiens interleukin 1 receptor antagonist 

(IL1RN), RefSeqGene (LRG_188) on chromosome 2 
100%  100%  1e‐79 

7  IL17A  rs2275913G/A  GG  NG_033021.1 
Homo sapiens interleukin 17A (IL17A), 

RefSeqGene (LRG_1223) on chromosome 6 
100%  98.31%  4e‐79 
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8  IL17A  rs2275913G/A  GG  NG_033021.1 
Homo sapiens interleukin 17A (IL17A), 

RefSeqGene (LRG_1223) on chromosome 6 
100%  100%  8e‐88 

26  IL17A  rs2275913G/A  GG  NG_033021.1 
Homo sapiens interleukin 17A (IL17A), 

RefSeqGene (LRG_1223) on chromosome 6 
100%  100%  2e‐89 

13  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  8e‐108 

18  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  2e‐115 

5  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  4e‐112 

27  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  5e‐111 

28  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  9e‐114 

23  IL17F  rs763780T/C  T‐  NG_031869.1 
Homo sapiens interleukin 17F (IL17F), 

RefSeqGene (LRG_356) on chromosome 6 
100%  100%  2e‐121 

13  IL1B  rs16944A/G  ‐G  LC333977.1 
Homo sapiens IL1B gene, interleukin 1 beta ‐511 

promoter, partial sequence 
100%  100%  1e‐44 

26  IL1B  rs16944A/G  A‐  LC333977.1 
Homo sapiens IL1B gene, interleukin 1 beta ‐511 

promoter, partial sequence 
100%  99.03%  5e‐42 

1  IL1B  rs16944A/G  ‐G  LC333977.1 
Homo sapiens IL1B gene, interleukin 1 beta ‐511 

promoter, partial sequence 
100%  100%  3e‐44 

16  IL1B  rs16944A/G  A‐  LC333977.1 
Homo sapiens IL1B gene, interleukin 1 beta ‐511 

promoter, partial sequence 
100%  100%  1e‐43 

19  IL1B  rs16944A/G  ‐G  LC333977.1 
Homo sapiens IL1B gene, interleukin 1 beta ‐511 

promoter, partial sequence 
100%  100%  3e‐44 

7  IL1B  rs16944A/G  AA  NG_008851.1 
Homo sapiens interleukin 1 beta (IL1B), 

RefSeqGene on chromosome 2 
100%  99%  2e‐40 


