
FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ 

CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHÃES 

DOUTORADO EM SAÚDE PÚBLICA 

 

 

  

 

 

 

 

 

Suellen Carvalho de Moura Braz 

 

 

 

 

Investigação do tratamento com o benzonidazol sobre  a resposta imunológica 

de portadores crônicos da doença de Chagas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2015



 
 

SUELLEN CARVALHO DE MOURA BRAZ 

 

 

 

 

Investigação do tratamento com o benzonidazol sobre  a resposta imunológica 

de portadores crônicos da doença de Chagas 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado 
em Saúde Pública do Centro de 
Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz, como etapa obrigatória 
para obtenção do título de doutor em 
Ciências. 

 

 

 

 

 

 

Orientadoras:  Dra. Yara de Miranda Gomes  

 Dra. Virginia Maria Barros de Lorena  

 

 

 

 

 

 

Recife 

2015 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na fonte: Biblioteca do Centro de Pesqu isas Aggeu Magalhães 
 

 
B827i 

 
Braz, Suellen Carvalho de Moura.  

Investigação do tratamento com o 
benzonidazol sobre a resposta imunológica de 
portadores crônicos da doença de Chagas / 
Suellen Carvalho de Moura Braz. - Recife: s.n, 
2015.  

152, ilus, 30 cm.  
Tese (doutorado em saúde pública) - Centro 

de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz.  

Orientadoras: Yara de Miranda Gomes, 
Virginia Maria Barros de Lorena.  

 
1. Doença de Chagas - imunologia. 2. Doença 

de Chagas – quimioterapia. 3. Sistema imune. 4. 
Tripanossomicidas - uso terapêutico. 5. 
Nitroimidazóis - uso terapêutico. 6. Doença 
crônica. 7. Humanos. 8. Adultos. I. Gomes, Yara 
de Miranda. II. Lorena, Virginia Maria Barros de. 
III. Título. 

 
CDU 616.937 

 

 
 



 
 

SUELLEN CARVALHO DE MOURA BRAZ 

 

 

Investigação do tratamento com o benzonidazol sobre  a resposta imunológica 

de portadores crônicos da doença de Chagas 

 

Tese apresentada ao Curso de Doutorado 
em Saúde Pública do Centro de 
Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz, como etapa obrigatória 
para obtenção do título de doutor em 
Ciências. 

 

 

Data da aprovação: 03 de março de 2015 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

______________________________________________ 
Dra. Yara de Miranda Gomes (Orientadora) 

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 
 
 

______________________________________________ 
Dra. Zulma Maria de Medeiros (Membro Interno) 

Departamento de Parasitologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 
 
 

______________________________________________ 
Dra. Joelma Rodrigues de Souza (Membro Externo) 

Departamento de Fisiologia e Patologia, Universidade Federal da Paraíba 
 
 

______________________________________________ 
Dra. Sílvia Maria Lucena Montenegro (Membro Externo) 

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 
 
 

______________________________________________ 
Dra. Vláudia Maria de Assis Costa (Membro Externo) 

Departamento de Parasitologia, Universidade Federal de Pernambuco 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A meus pais que me propiciaram acesso ao  

conhecimento e que tanto me ensinaram sobre a vida. 

 

Aos pacientes do Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do 

Pronto-Socorro Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE.  



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, Senhor de todas as coisas, por trazer esperança nos momentos mais 

difíceis. Só tenho a agradecer por todas as dádivas concedidas. 

Aos meus familiares, alicerce de minha vida, em especial aos meus pais 

Anacleto e Izabel. Só agradecer não basta ao amor, carinho e dedicação com que 

conduzem nossa família.  

A Dra Yara Gomes e Virginia pela orientação durante o doutorado. 

 A todos os alunos do Laboratório de Imunoparasitologia (LIMP), vocês moram 

no meu coração.  

 Aos colegas de doutorado, em especial ao meu amigo Júnior (mala). 

Aos demais amigos que fiz na CPqAM/Fiocruz e que tanto colaboraram para 

a conclusão desta etapa profissional. 

Ao Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/Fiocruz) por 

disponibilizar a infraestrutura necessária para o desenvolvimento do projeto.  

A equipe do Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do 

Pronto-Socorro Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE pela colaboração na 

seleção dos pacientes. 

A Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia do Estado de Pernambuco 

(FACEPE), ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq) e a Coordenação de Aperfeiçoamento de pessoal de Nível Superior (Capes), 

pelo suporte financeiro. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“...A certeza sempre me pareceu ignorância. Só os incultos têm tanta certeza.  

Ou melhor, os semicultos. Exatamente. Aqueles que sabem muito pouco e, do 

pouco que sabem, julgam que sabem muito.  

Saber muito é outra coisa. É saber que não se sabe. Humildade.  

Das margens não se é possível conhecer o rio, ainda mais a noite.” 

 

Gabriel Chalita 



 
 

BRAZ, Suellen Carvalho de Moura. Investigação do tratamento com o benzonidazol 
sobre a resposta imunológica de portadores crônicos da doença de Chagas. 2015. 
Tese (Doutorado em Saúde Pública) – Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 
Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2015. 

 
RESUMO 

 
Existem indícios de que o benzonidazol interfere diretamente nos padrões 
imunológicos do hospedeiro tratados na fase crônica da doença de Chagas. 
Contudo, ainda não foi realizado estudo longitudinal com portadores crônicos 
assintomáticos e sintomáticos submetidos ao tratamento etiológico onde fossem 
avaliados parâmetros imunológicos relacionados à ativação, citotoxicidade, 
regulação e inflamação celular de forma simultânea. Diante disto, nos propomos a 
investigar a resposta imune de portadores crônicos da doença de Chagas antes a 
após o tratamento com o benzonidazol. Foram selecionados vinte e um adultos 
classificados na fase crônica da doença de Chagas (forma indeterminada-IND=13/ 
forma cardíaca-CARD=8). Amostras de sangue foram coletadas antes do tratamento 
etiológico (T0/n=21), após 2-3 meses (T1/n=21) e 5-6 meses (T2/n=16), sendo 
avaliadas por citometria de fluxo. Observamos um aumento de linfócito B1 
CD5+CD19+, bem como uma maior ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos 
(CD28+), indicando que o benzonidazol exacerbou mecanismos celulares 
relacionados à eliminação do Trypanosoma cruzi. Contudo, houve redução em todos 
os indivíduos de linfócitos T e B produtores de IFN-γ+. Tais fenômenos, associados 
ao baixo percentual de linfócitos T CD4+CD25+/highFoxP3+, demonstram perda de 
mecanismos de combate ao parasita e de controle da resposta inflamatória. Porém, 
ressaltamos que o surgimento de um padrão de citocinas Th1 modulado 
(inflamatória: IFN-γ/ regulatórias: IL-4, IL-6, IL-10) de forma tardia (T2) no grupo 
IND+CARD pode indicar que, após um inicial desequilíbrio imune, o organismo do 
hospedeiro estaria migrando para uma imunomodulação. Desta forma, o 
benzonidazol causou um desequilíbrio de diferentes mecanismos relacionados à 
resposta imune na doença de Chagas crônica. Porém, apenas o acompanhamento 
por um maior intervalo de tempo possibilitará concluirmos se estes fenômenos são 
definitivos ou se são consequência dos elevados níveis antigênicos e 
medicamentosos no organismo do hospedeiro. 
 
Palavras chaves: Doença de Chagas, sistema imunológico, quimioterapia 
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ABSTRACT 

 

Evidence suggests that benznidazole treatment directly interferes with the host 
immune response in the chronic phase of Chagas disease. However, a longitudinal 
study to simultaneously evaluate immune parameters related to activation, 
cytotoxicity, cell regulation and inflammation of these chronic patients submitted to 
etiological treatment has never been performed. Therefore, the present study aimed 
to evaluate immune response in individuals with chronic Chagas disease before and 
after benznidazole treatment. Were selected twenty-one adults classified in the 
chronic phase of Chagas disease (indeterminate form-IND=13/ cardiac form-
CARD=8). Blood samples were collected before etiological treatment (T0 / n = 21) 
and after 2-3 months (T1/n=21) and 5-6 months (T2/n=16), being analyzed by flow 
cytometry. Increase in CD5+CD19+ B1 lymphocyte, as well as greater activation of 
cytotoxic T CD8+ cells (CD28+), indicate that benznidazole exacerbates cellular 
mechanisms related to Trypanosoma cruzi elimination. On the other hand, there was 
a reduction in IFN-γ production by T and B lymphocytes in all individuals. These 
phenomena associated with low percentage of CD4+CD25+/highFoxP3+ T 
lymphocyte, showing a loss of the mechanisms of parasite combat and inflamation 
control. Was emphasized that the rise of a modulated Th1 cytokines pattern 
(inflammatory: IFN-γ / regulatory: IL-4, IL-6, IL-10) delayed (T2) in IND+CARD group 
may indicate that after initial immune imbalance, host response would  become 
immunomodulatory. Thus, benznidazole acts by unbalancing different mechanisms 
related to immune response in chronic Chagas disease. Although, a long follow-up 
investigation will be necessary to conclude if these phenomena are definitive or are 
due to high levels of drug and antigen in host organism. 
 
Keywords: Chagas disease, immune system, drug therapy 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, a doença de Chagas está 

circunscrita do sul dos Estados Unidos ao sul da Argentina e Chile, existindo relatos 

de casos em países não endêmicos em virtude dos movimentos migratórios 

(COURA; DIAS, 2009; SCHMUNIS; YADON, 2010). 

Clinicamente, os indivíduos infectados apresentam quadro inicial 

assintomático ou oligossintomático, o que dificulta o diagnóstico da doença em sua 

fase aguda. Dois a quatro meses após o término desta fase os indivíduos evoluem 

para a fase crônica, sendo esta de grande preocupação médica devido ao caráter 

debilitante apresentado por parte dos indivíduos infectados (DIAS, 1989). 

A única opção para o tratamento etiológico da doença de Chagas no Brasil é 

o benzonidazol, com cerca de 70% dos indivíduos tratados na fase aguda 

apresentando cura (MARIN-NETO et al., 2009). Entretanto, o uso desta medicação 

também é recomendado em casos de transmissão congênita, de reativação da 

infecção e em crianças infectadas. Na fase crônica, por sua vez, a indicação do 

tratamento é para indivíduos que não demonstrem manifestações clínicas, ou que 

estejam presentes de forma branda (BERN et al., 2007).  

Acredita-se que a utilização da medicação na fase crônica tem como 

finalidade prevenir ou retardar a evolução da doença de Chagas para as formas 

clínicas mais graves. Evidências de atenuação no curso de miocardites em animais 

infectados com T. cruzi (GARCIA et al., 2005), bem como estudos observacionais de 

indivíduos que demonstraram negativação dos testes sorológicos e prevenção 

quanto à evolução para os quadros clínicos sintomáticos (FRAGATA FILHO; SILVA; 

BOAINAIN, 1995), vem ratificar o papel do tratamento etiológico no controle do curso 

clínico desta parasitose. Contudo, a intervenção com o benzonidazol na fase crônica 

da doença ainda não foi estabelecida, uma vez que não estão definidos os reais 

benefícios da utilização do tratamento etiológico nesta fase da doença de Chagas 

(BRITTO et al., 2001; LAURIA-PIRES et al., 2000).  

Um dos grandes empecilhos para o estabelecimento do benzonidazol como 

abordagem terapêutica na fase crônica é a inexistências de padrões laboratoriais 

que confirmem a cura ou a falha terapêutica de forma precoce e segura. Baseados 

em métodos sorológicos indiretos (que identificam anticorpos específicos ao T. 

cruzi), os testes mais utilizadas apresentam como desvantagem a demora em 
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demonstrar a redução dos títulos de anticorpos ou a soroconversão dos indivíduos 

na fase crônica, indicando a necessidade de novas abordagens para esta finalidade. 

Com o objetivo de identificar novos marcadores imunológicos de 

acompanhamento após tratamento etiológico, alguns grupos de pesquisa têm 

realizado trabalhos avaliando a influência do benzonidazol na resposta imunológica 

dos indivíduos portadores da doença de Chagas (LAUCELLA et al., 2009; GUEDES 

et al., 2012; SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2008, 2012; VITELLI-AVELAR et al., 

2008). Contudo, nenhum marcador imunológico foi definido.  

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo de 

seguimento onde foi avaliada a resposta imunológica em indivíduos adultos na fase 

crônica da doença de Chagas no contexto ex vivo e após estimulo com antígeno de 

T. cruzi, antes e após a o tratamento etiológico com o benzonidazol. Estudos que 

possam contribuir trazendo conhecimento sobre a atuação desta medicação na fase 

crônica da doença de Chagas são de grande relevância diante da importância da 

busca de indicadores mais adequados para o acompanhamento após o tratamento. 

O intuito foi demonstrar que a observação do comportamento imune pode permitir a 

identificação do impacto da terapêutica nesta fase da doença, auxiliando na 

definição do tratamento etiológico como intervenção.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Epidemiologia da doença de Chagas  

 

O médico Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, em 1908 no município de 

Lassance (Minas Gerais), teve seu primeiro contato com o inseto hematófago vetor 

do Trypanosoma cruzi, parasita causador da doença de Chagas. A partir de então 

suas pesquisas permitiram a descrição de detalhes do ciclo de transmissão e das 

manifestações clínicas do primeiro caso humano, tornando seu relato único na 

história (CHAGAS, 1909; COUTINHO; DIAS, 1999; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 

2010). 

Causada pelo protozoário T. cruzi, a doença de Chagas apresenta diversos 

mecanismos não vetoriais de transmissão (transplante de órgãos e hemoderivados, 

congênita, oral, por aleitamento materno e acidentes laboratoriais). Contudo, a via 

clássica de transmissão, caracterizada pela presença de insetos hematófagos da 

família Reduviidae, foi o principal fator que contribuiu para o estabelecimento da 

doença de Chagas como enfermidade atualmente endêmica do sul dos Estados 

Unidos ao sul da Argentina e Chile, apresentando 15-18 milhões de infectados 

apenas na América Latina (BRICEÑO-LEÓN, 2009; COURA; DIAS, 2009).  

Um conjunto de fatores permitiu o estabelecimento, manutenção e expansão 

da doença, como: progressão das fronteiras agrícolas, habitações rudimentares 

(cafuas e casas de taipa), estabelecimento de ciclos domésticos e peridomésticos 

(galinheiros e chiqueiros), entre outros (BRICEÑO-LEÓN, 2009; KROPF, 2006; 

SILVEIRA, 2000). Aliada a isso, a expansão da doença, devido a migração de 

pessoas de países endêmicos para países não endêmicos, tem reforçado a 

relevância desta parasitose como problema de saúde pública, com 

aproximadamente 100 milhões de indivíduos estando sobre risco de infecção em 

todo o mundo (COURA; DIAS, 2009; SCHMUNIS; YADON, 2010).  

Em 2010 foram estimados 47.743 imigrantes infectados pelo T. cruzi vivendo 

na Espanha. No Canadá e na Austrália, o número estimado de imigrantes com 

doença de Chagas foi de 1.789 e 1.392, respectivamente (GASCON; BERN; 

PINAZO, 2010). A imigração de infectados para estas regiões aumentou o risco de 

transmissão congênita e por transfusão sanguínea, levando a necessidade de 

melhorias na infraestrutura especializada no cuidado médico dos indivíduos 
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portadores e no controle dos bancos de sangue (COURA; DIAS, 2009; RASSI Jr; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS, 2007; TANOWITZ, WEISS; 

MONTGOMERY, 2011).  

No Brasil, entre 2001 e 2006, o Sistema de Informações de Agravos de 

Notificação (SINAN) registrou 2.249 casos agudos de doença de Chagas - taxa 

média de 0,21 casos agudos/100.000 habitantes - com os estados das regiões Norte 

e Nordeste apresentando as maiores taxas (BRAZ et al., 2011). Em inquérito 

sorológico com neonatos do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais, foi 

verificada uma prevalência para doença em puérperas de 0,5%, sendo o risco de 

transmissão vertical de 0,2% e a incidência congênita de 1,6/100.000 nascidos vivos 

(GONTIJO et al., 2009). Em inquérito de soroprevalência realizado entre 2001 e 

2008 em crianças com idade até cinco anos, apenas 32 (0,03%) das 104.954 

crianças foram confirmadas como infectadas. Destas, 0,02% com positividade 

materna (sugerindo transmissão congênita) e 0,01% com positividade apenas na 

criança (provável transmissão vetorial). As crianças que adquiriram a infecção por 

provável via vetorial distribuíram-se predominantemente na região nordeste (Piauí, 

Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba e Alagoas). Dos casos com provável 

transmissão congênita sobressaiu-se o Rio Grande do Sul (60%), representando as 

diferenças regionais na transmissão congênita da doença de Chagas no Brasil 

(OSTERMAYER et al., 2011). Aliados a tais dados, relatos de infecção por ingestão 

de alimentos contaminados (transmissão oral)  (DIAS et al., 2008; PINTO et al., 

2008; SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; STEINDEL et al., 2008; VALENTE, 

VALENTE; NETO, 1999) demonstram que outras formas de transmissão têm 

permitido a circulação do T. cruzi no território brasileiro. 

O Sistema de Informação sobre Mortalidade (SIM/ Departamento de 

Informática do Sistema Único de Saúde/Ministério da Saúde) apresenta registrados, 

entre 1980 e 2007, 156.224 óbitos que tiveram como causa base a doença de 

Chagas no Brasil, com taxa de mortalidade de 3,66/100.000 habitantes (BRAZ et al., 

2011). Como a notificação dos casos de doença de Chagas restringem-se apenas 

aos casos agudos, acredita-se que existam cerca de 600.000 indivíduos portadores 

da doença de Chagas crônica apresentando agravos cardíacos e/ou digestivos, com 

tais manifestações causando óbito de cerca de 5.000 indivíduos ao ano (COURA; 

DIAS, 2009). 
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Desde sua descoberta, algumas ações têm sido desenvolvidas nas áreas 

endêmicas com o objetivo de atuar contra a disseminação da doença de Chagas. 

Teve destaque a “Ação para eliminar o Triatoma infestans” implementada pelos 

países do Cone Sul em 1990 (SCHOFIELD; DIAS, 1999). No Brasil isto veio reforçar 

as ações para o controle da transmissão desta enfermidade já existentes desde 

1975 (DIAS, 1987). Como conseqüência, alguns países receberam da Organização 

Pan-Americana de Saúde/Organização Mundial de Saúde a certificação de 

eliminação da transmissão da doença de Chagas através do principal vetor 

circulante (DIAS, 2006). 

Para o Brasil, esta certificação veio em 2006, estando o país livre da 

transmissão da doença de Chagas pelo Triatoma infestans e por transfusão de 

sangue e seus derivados (DIAS, 2006). No entanto, a presença de espécies 

consideradas vetores secundários como Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis e 

Panstrongylus megistus (OLIVEIRA FILHO, 1999), aliada as outras formas de 

transmissão, como por transplante de órgãos e pelas vias congênita e oral (COURA 

et al., 2002; COURA, 2007; COURA; DIAS, 2009; GONTIJO et al., 2009; PINTO et 

al., 2008), subsidiam a preocupação acerca desta doença que, apesar dos avanços 

obtidos, ainda persiste como doença negligenciada no Brasil. 

Doenças negligenciadas correspondem a um grupo de doenças infecciosas 

que afetam predominantemente as populações mais pobres e vulneráveis, 

contribuindo com a perpetuação dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusão 

social pelo seu impacto na saúde infantil, na redução da produtividade da população 

trabalhadora e na promoção do estigma social (BRASIL, 2010; HOTEZ, 2007). 

Diante disso, merece destaque no Brasil o Programa de Enfrentamento às Doenças 

Negligenciadas (SANAR), lançado pela Secretaria Estadual de Saúde do Estado de 

Pernambuco em 2011. O objetivo do projeto é reduzir ou eliminar as doenças 

transmissíveis negligenciadas que apresentam indicadores inaceitáveis, estando à 

doença de Chagas entre as prioridades. Passados dois anos de implantação do 

programa, foram exterminados 2,5 mil vetores do T. cruzi, após inspeção de 29.149 

residências. Por meio do SANAR também houve o aumento da oferta do exame 

sorológico para o diagnóstico da doença nas 12 regiões do Estado (PERNAMBUCO, 

2014). 

Contudo, mesmo com os programas nacionais de controle da doença de 

Chagas tendo apresentado efetividade em seu controle, ainda existem 
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aproximadamente 3 milhões de pessoas infectadas no Brasil (PETHERICK et al. 

2010), constituindo uma carga permanente sobre os serviços de saúde. 

 

2.2 Aspectos clínicos da doença de Chagas 

 

Os indivíduos portadores da doença de Chagas apresentam duas fases 

clínicas características, aguda e crônica. A fase aguda dura de 6-8 semanas, com 

alguns indivíduos apresentando febre, linfadenopatia, esplenomegalia e/ou edema, 

sendo a maioria dos casos assintomáticos ou oligossintomáticos. Sem tratamento, 

cerca de 5-10% dos indivíduos sintomáticos vem a óbito durante esta fase, 

principalmente por encefalomielite ou insuficiência cardíaca grave, sendo raros os 

casos de morte súbita (COURA, 2007; PRATA, 2001; RASSI Jr; RASSI; MARIN-

NETO, 2010). Esta fase é caracterizada pelo elevado número de parasitas na 

corrente sanguínea e nos tecidos do hospedeiro, sendo a infecção aguda 

acompanhada de ativação excessiva do sistema imune, com elevação dos níveis 

plasmáticos de citocinas e intensa ativação de linfócitos B e T (JUNQUEIRA et al., 

2010). As manifestações da doença aguda resolvem-se espontaneamente em cerca 

de 90% dos indivíduos infectados, mesmo quando não é realizado o tratamento com 

drogas tripanocidas (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 

A evolução da fase aguda para a fase crônica é acompanhada pelo gradativo 

desaparecimento das manifestações clínicas, diminuição da parasitemia e elevação 

de anticorpos específicos da classe IgG. Cerca de 60-70% dos indivíduos nunca 

desenvolve doença clínica aparente na fase crônica, sendo caracterizados como 

portadores da forma indeterminada da doença de Chagas (RASSI Jr; RASSI; 

MARIN-NETO, 2010). Estes indivíduos apresentam eletrocadiograma (ECG) e 

exames radiológicos de tórax, esôfago e cólon sem alterações (BRASIL, 2005; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2002; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 

2010), com expectativa de vida similar a dos indivíduos sem doença de Chagas 

(MARIN-NETO et al., 2002; NUNES et al., 2013; RIBEIRO; ROCHA, 1998;). 

Mesmo com a maioria dos indivíduos permanecendo assintomáticos por toda 

a vida, após um período de 10-30 anos, parte destes desenvolvem a doença de 

Chagas crônica sintomática, caracterizada pela presença de desordens cardíacas 

(forma cardíaca) ou gastrointestinais (forma digestiva). Uma minoria dos infectados 

pode demonstrar forma cardíaca e forma digestiva simultaneamente, caracterizando 
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a forma mista (FM) da doença crônica (GASCON; BERN; PINAZO, 2010; PRATA, 

2001; RASSI Jr, RASSI; MARIN-NETO, 2010) 

A cardiopatia chagásica crônica é a principal responsável pela elevada 

morbidade-mortalidade da doença, surgindo em 20-30% dos indivíduos e incluindo 

amplo espectro de manifestações, que vão da presença de anormalidades do 

sistema de condução a bradicardias e taquicardias, aneurisma apical, insuficiência 

cardíaca, tromboembolia e morte súbita (MAYA et al., 2010; RASSI Jr; RASSI; 

LITTLE, 2000; RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010).  A presença de alterações 

eletrocardiográficas constitui elemento fundamental na caracterização de 

comprometimento cardíaco significativo na doença (BRASIL, 2005). É comum o 

paciente com a forma cardíaca relatar dor torácica apical. A insuficiência cardíaca é 

geralmente biventricular, que é a mais frequente e severa manifestação, sendo 

associada com piores prognósticos e altas taxas de mortalidade em comparação 

com insuficiência cardíaca devido a outras causas (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 

2010; RASSI Jr; RASSI, 2010). 

Sendo o dano cardíaco na doença de Chagas um processo progressivo que 

pode ser classificado em estágios, uma nova classificação foi proposta na I Diretriz 

Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da Cardiopatia Chagásica. Essa 

classificação teve como objetivo uniformizar as apresentações clínicas e nortear 

condutas e recomendações internacionais, sendo mais uma ferramenta auxiliar no 

tratamento dos indivíduos portadores da doença de Chagas crônica (Figura 1) 

(ANDRADE et al., 2011).  

 

Figura 1 - Classificação clínica da disfunção ventricular esquerda na cardiopatia chagásica. 

 
Fonte: Andrade et al. (2011). 
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Segundo essa diretriz, indivíduos portadores da doença de Chagas crônica 

sem sintomas presentes ou pregressos de insuficiência cardíaca (IC) e com ECG e 

RX de tórax normal são classificados no estágio A, enquadrando os indivíduos da 

forma indeterminada (ANDRADE et al., 2011).  

Por sua vez, os indivíduos anteriormente classificados com forma cardíaca 

foram subdivididos em quatro estágios (B1, B2, C e D). Indivíduos portadores 

crônicos com cardiopatia estrutural que nunca tiveram sinais nem sintomas de IC 

estão no estágio B, que contempla duas situações clínicas: B1 e B2. No estágio B1, 

estão os indivíduos com alterações eletrocardiográficas (distúrbios de condução ou 

arritmias) e que não têm disfunção ventricular. Esses indivíduos podem ter 

alterações ecocardiográficas discretas (anormalidades da contratilidade regional), 

porém a função ventricular global é normal. No estágio B2, estão aqueles que já 

apresentam disfunção ventricular global, com fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo (FEVE) reduzida (ANDRADE et al., 2011). 

No estágio C, estão os indivíduos com sintomas prévios ou atuais de IC, e 

que possuem disfunção ventricular (New York Heart Association-NYHA I, II, III e IV). 

Por sua vez, os que apresentam sintomas de IC em repouso, refratários ao 

tratamento clínico maximizado (NYHA IV), necessitando intervenções especializadas 

e intensivas, são classificados no estágio D da cardiopatia chagásica (ANDRADE et 

al., 2011). 

Surgindo em cerca de 10-15% dos indivíduos portadores crônicos da doença 

de Chagas, as disfunções gastrointestinais são caracterizadas com infiltração 

linfocítica focal e degeneração neuronal com desnervação, sendo características no 

megaesôfago e no megacólon (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI Jr; 

RASSI; MARIN-NETO, 2010). Indivíduos soropositivos para a doença de Chagas 

que apresentam queixas clínicas relacionadas ao trato gastrointestinal demonstram 

fortes indícios de acometimento digestivo. A confirmação ocorre através de 

alterações reveladas no exame radiológico do esôfago e do colón, na endoscopia, 

no enema opaco ou na colonoscopia. O megaesôfago causa disfagia combinada 

com dor epigástrica, regurgitação, ptialismo e desnutrição em casos mais severos. 

Por sua vez, o megacólon afeta o segmento sigmóide, reto ou cólon descendente, 

ou uma combinação destes, produzindo prolongada constipação, distensão 

abdominal e ocasionalmente obstrução do intestino grosso (BRASIL, 2005; RASSI 

Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 
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2.3 Fatores envolvidos no estabelecimento da patolo gia da doença de Chagas 

 

Os mecanismos relacionados ao estabelecimento da variedade de quadros 

clínicos desenvolvida na fase crônica da doença de Chagas são multifatoriais, 

envolvendo aspectos ligados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro (DUTRA; 

ROCHA; TEIXEIRA, 2005).  

Trabalhos acerca dos polimorfismos do T. cruzi sugerem que a evolução 

clínica do hospedeiro seja influenciada pela variabilidade genética do protozoário 

(BUSCAGLIA; DI NOIA, 2003). A correlação entre a miocardite na doença de 

Chagas crônica e a persistência do T. cruzi no tecido cardíaco foi documentada 

(MARIN-NETO et al., 2007; ZHANG; TARLETON, 1999), assim como a detecção do 

parasita no sangue, em tecido cardíaco (AÑEZ et al., 1999) e no sistema digestivo 

(GUTIERREZ et al., 2009) de indivíduos crônicos sintomáticos, reforçando a 

importância do protozoário na patologia crônica. Aliada a isso, existem evidências de 

que a redução da quantidade de parasitas em decorrência do tratamento etiológico 

conduz a um decréscimo concomitante na gravidade clínica da doença de Chagas 

(BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2008; VIOTTI et al., 1994). 

Por sua vez, estudos têm demonstrado padrões de resposta imunológica 

distintos para cada uma das formas clínicas crônicas da doença de Chagas 

(BARROS-MAZON et al., 2004; CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; DUTRA et al., 

1994; GOMES et al., 2003; LORENA et al., 2010; VITELLI-AVELAR et al., 2005). A 

hipótese acerca do papel da resposta imunológica afirma que indivíduos com a 

forma indeterminada são capazes de reduzir o número de parasitas na fase inicial da 

infecção, modulando a resposta imune e limitando assim o desenvolvimento da 

patologia na fase crônica. Já o sistema imunológico dos indivíduos crônicos que não 

conseguem manter de forma eficiente os mecanismos imunoregulatórios, mesmo 

sendo capazes de controlar a parasitemia, permite o estabelecimento de resposta 

inflamatória persistente com desenvolvimento de quadro clínico sintomático 

(DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; DUTRA et al., 2009).  

Diante da complexidade presente na relação do hospedeiro com o T. cruzi, 

ambas as hipóteses – imune e da persistência do parasita – devem ser levadas em 

consideração para compreensão dos mecanismos envolvidos na patologia da 

doença de Chagas (MARIN-NETO et al., 2007). Desta forma, o processo patológico 

desenvolvido por parte dos indivíduos portadores crônicos da doença é influenciado 
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tanto pela manutenção do parasita no organismo do hospedeiro quanto pela 

resposta imunológica construída contra a infecção causada pelo T. cruzi. 

 

2.3.1 A resposta imunológica do hospedeiro e a patologia na doença de Chagas 

 

No homem, bem como em modelos experimentais, a infecção pelo T. cruzi 

mobiliza diferentes compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de 

respostas humorais e celulares contra o parasita, sendo estas cruciais na redução 

da elevada carga parasitária característica do primeiro estágio da infecção 

(BRENER; GAZZINELLI, 1997). O sistema imune inato tem papel central, agindo 

como primeira barreira na resistência do hospedeiro à infecção, com suas células 

(macrófagos, células NK e dendríticas) produzindo citocinas (IL-12, TNF-α e IFN-γ) e 

moléculas efetoras (intermediários reativos de nitrogênio), além das proteínas do 

sistema complemento, atuando no controle da replicação do parasita. Além disso, as 

células do sistema imune inato são responsáveis por interligar a imunidade inata 

com a adquirida, principalmente através das células dendríticas, produzindo 

citocinas necessárias para diferenciação e expansão clonal de células Th1 CD4+ e 

CD8+, assim como células B, com estes tipos celulares atuando direta e 

indiretamente no controle da infecção através de mecanismos fagocíticos e 

citotóxicos (Figura 2) (JUNQUEIRA et al., 2010).  
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Figura 2 - Imunidade inata e adquirida durante a infecção pelo Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Adaptado de Junqueira et al. (2010). 
 

Entretanto, acredita-se que com o estabelecimento da fase crônica, a 

resposta imunológica acaba adquirindo padrões diferentes entre as distintas formas 

clínicas. Experimentos utilizando amostras de sangue humano constataram uma 

resposta imune citotóxica entre os indivíduos crônicos sintomáticos, com a presença 

de células T CD8+ e citocinas inflamatórias, como o TNF-α e IFN-γ (MENEZES et 

al., 2004). Além disso, elevados níveis de IFN-γ estariam correlacionados com o 

nível de severidade do envolvimento cardíaco, sugerindo o envolvimento desta 

citocina com a evolução para a forma cardíaca (GOMES et al., 2003; LORENA et al., 

2010). Por sua vez, a alta frequência de linfócitos T CD4+ e a elevada produção de 

IL-10 na forma indeterminada, característicos de uma resposta antiinflamatória, 

evidenciam um ambiente imunológico regulado (ARAÚJO et al., 2011; BAHIA-

OLIVEIRA et al., 1998; CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003; 

MENEZES et al., 2004) (Figura 3).  
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Figura 3 - Imunorregulação na doença de Chagas crônica. 

 
Fonte: Adaptado de Araújo et al. (2011). 

 

Como dito anteriormente, a interação entre a imunidade inata e a imunidade 

adaptativa é crucial no estabelecimento de uma resposta imune efetiva. Para isso, a 

ativação das células T pela apresentação de antígenos por moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC), presentes nas células apresentadoras de 

antígenos-APCs (células dendríticas, monócitos/macrófagos e linfócitos B), deve ser 

bem sucedida, sendo dependente da presença de co-sinalização apropriada 

(WANG; CHEN, 2004). 

Uma das vias de co-sinalização mais importantes consiste na interação entre 

a molécula CD28, expressa pelas células T, e os seus homólogos, CD80 e CD86, 

presentes em APCs. A ligação da CD28 presente nas células T virgens a estas 

moléculas co-sinalizadoras fornece um potente sinal estimulador de ativação e 

diferenciação destas células, resultando na indução da transcrição do gene da IL-2, 

na expressão de CD25, e na entrada no ciclo celular (ALEGRE, FRAUWIRTH, 

THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002; COLLINS; LING; 

CARRENO, 2005). A CD28 também atua na diferenciação de célula B e produção 
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de anticorpos além de direcionar a migração dentro do sítio inflamatório pela indução 

da produção de quimiocinas e regulação dos receptores das quimiocinas (BOUR-

JORDAN; BLUESTONE, 2002). 

Por outro lado, o Antígeno Intracelular-4 Associado ao Linfócito Citotóxico 

(CTLA-4) ou CD152, desempenha o papel oposto ao da molécula CD28, regulando 

negativamente a ativação das células T. A CTLA-4 possui 76% de homologia à 

CD28 e liga-se aos mesmos receptores co-estimuladores, CD80 e CD86, com maior 

afinidade que o CD28 (BRUNNER et al., 1999; WANG; CHEN, 2004). Entretanto, a 

expressão de CTLA-4 é apenas verificada após a ativação das células T via CD4+ 

ou CD8+ (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001).  

Ao avaliar a expressão destas moléculas co-estimulatórias em células obtidas 

de indivíduos portadores crônicos da doença de Chagas, Souza et al. (2007) 

verificaram que após infecção com o T. cruzi, monócitos CD14+ aumentaram a 

frequência de CD80 em todos os grupos avaliados. Ao expor linfócitos aos 

monócitos infectados, os autores observaram aumento na expressão de CTLA-4 na 

superfície das células T de indivíduos assintomáticos, mas não naqueles com 

doença cardíaca, em comparação com o grupo controle (SOUZA et al., 2007), 

sugerindo que o parasita induz uma resposta imunológica modulada apenas na 

forma indeterminada, com elevada expressão de CD80 e CTLA-4. 

As moléculas de superfície HLA-DR, co-sinalizadoras constitutivas das APCs, 

são antígenos glicoproteicos, conhecidos como MHC classe II, que estimulam as 

respostas imunes adaptativas através da apresentação de peptídeos a linfócitos 

TCD4+, também sendo importantes na ativação celular (LA FLAMME et al.,1997). 

Molica et al. (2007), mesmo sem verificarem diferença estatística, observaram que 

indivíduos na forma crônica assintomática da doença de Chagas apresentam baixa 

expressão da molécula HLA-DR em células CD14+, sugerindo que a ativação dos 

linfócitos T por essas células poderia estar mais controlada neste indivíduos 

(MOLICA, 2007). Também foram verificados baixos níveis de HLA-DR relacionados 

com alta expressão de IL-10 em monócitos de indivíduos forma indeterminada, tanto 

ex vivo quanto após infecção in vitro com T. cruzi, em comparação com o grupo 

controle (indivíduos não-infectados) (SOUZA et al., 2004), sugerindo a existência de 

uma regulação da resposta imune por parte dos monócitos de indivíduos do grupo 

forma indeterminada. 
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Subtipos específicos de linfócitos também têm sido correlacionados com a 

presença ou não de manifestações clinicas na fase crônica da doença de Chagas. 

As células T CD4+CD25+, pertencente ao grupo de células T designadas de 

regulatórias, vem sendo foco das pesquisas atuais pelo acúmulo de evidências 

indicativas de seu papel na manutenção da tolerância imunológica e no controle 

negativo da resposta imune contra patógenos (BELKAID; SUN; BOULADOUX, 2006; 

CEDERBOM; HALL; IVARS, 2000; FEHÉRVARI; SAKAGUCHI, 2004; SAKAGUCHI 

et al., 1995). As células T CD4+CD25+ suprimem a ativação, a proliferação e a 

função efetora de vários tipos de células imunes, incluindo células T CD4+ e CD8+, 

natural killer (NK), NKT, B e apresentadoras de antígenos (APCs) (SAKAGUCHI et 

al., 2008). Alguns estudos têm relacionado a elevada frequência destas células com 

a forma crônica assintomática da doença de Chagas (ARAÚJO et al., 2011, 2012; 

VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2006).  

Além de expressar constitutivamente a cadeia α do receptor de IL-2 (CD25), 

as células Tregs CD4+CD25+ também expressam o fator de transcrição Foxp3 

(Forkhead Box P3), gene controlador do desenvolvimento e função destes linfócitos 

(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; SAKAGUCHI et al., 2008). Mutações 

neste gene levam a deficiência ou má função destas células, tendo como 

consequência o desenvolvimento de patologias autoimunes e/ou desordens 

inflamatórias (ZIRGLER, 2006). A alta frequência de células T CD4+CD25+ 

expressando FoxP3 foi observada em indivíduos com cardiomiopatia chagásica 

ausente/leve quando comparada com aqueles com  cardiomiopatia chagásica 

moderada/grave após estimulação com tripomastigotas (ARAÚJO et al., 2012; 

GUEDES et al., 2012). Relatos de alta expressão de FoxP3 em camadas 

musculares e na área dos plexos neuronais do cólon (SILVEIRA et al., 2009) e no 

tecido cardíaco (ARAÚJO et al., 2011) de portadores crônicos assintomáticos 

reforçam o  papel regulador das células FoxP3+ na moderação do processo 

inflamatório apresentado nesta parasitose. 

Outro grupo celular indispensável na resposta imunológica contra o T. cruzi é 

o das células NK. Estas células já foram citadas como uma das principais produtoras 

de IFN-γ durante os estágios iniciais da infecção (BRENER et al., 1997; CARDILLO 

et al., 1996; SILVA et al., 1992). A atividade citotóxica das células NK é dependente 

de sua subpopulação, sendo descritos dois tipos principais de acordo com a 

expressão da molécula CD56 (SONDERGAARD; ULLUM; PEDERSEN, 2000). 
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Aproximadamente 90% são designadas células NK maduras, com baixa expressão 

de CD56 (CD56dim/-) e altos níveis de CD16 em sua superfície. Por sua vez, os 

outros 10% restantes são CD56+ com baixa ou nenhuma expressão de CD16, 

demonstrando acentuada atividade proliferativa. Estas últimas são determinadas de 

células T NK por apresentarem marcadores de superfície tanto dos linfócitos T 

quanto de células NK, sendo consideradas outro subtipo de linfócito T regulatório 

(CALIGIURI, 2008; COOPER, 2001; GODFREY et al., 2000; GODFREY; 

KRONENBERG, 2004). Vittelli-Avellar et al. (2005) indicaram um possível controle 

do processo inflamatório por parte destes linfócitos na doença de Chagas crônica, 

uma vez que indivíduos na forma indeterminada exibiram elevada frequência de 

células CD3+CD16-CD56+ (T NK) concomitante com uma baixa frequência de 

células T CD8+ ativadas (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Contudo, vias regulatórias 

envolvendo outras células imunes também podem estar relacionadas ao controle da 

inflamação na doença de Chagas. 

Existem subclasses distintas de células B que suprimem a progressão da 

inflamação mediada pela imunidade adquirida através de vários mecanismos como: 

produção de IL-10 e TGF-β, apresentação secundária de antígenos e interação 

celular direta ou através de anticorpos (MIZOGUCHI; BHAN, 2006). Denominadas 

com Bregs, estas células suprimem a ativação e diferenciação de linfócitos T CD4+, 

CD8+ e células T NK por meio da produção de citocinas antiinflamatórias, como IL-

10 e TGF-β. Desta forma, influenciam na redução da resposta Th1 patogênica, 

promovendo a apoptose destas células e/ou inibindo a apresentação de antígeno 

pelas APCs (BOUAZIZ; YANABA; TEDDER, 2008; MAURI; EHRENSTEIN, 2007). 

Além disso, promovem a remoção de corpos apoptóticos, evitando que estes 

desencadeiem respostas inflamatórias (MAURI; EHRENSTEIN, 2007). Sathler-

Avelar et al. (2003) demonstraram aumento nos níveis de linfócitos B na fase aguda 

tardia e nos estágios iniciais da infecção crônica. Posteriormente, foi evidenciada 

produção de IL-10 por linfócitos B, tanto no contexto ex vivo quanto após 

estimulação antigênica (SATHLER-AVELAR et al., 2008). 

Diante dos relatos acerca da relação de diferentes subtipos celulares, assim 

como moléculas co-estimulatórias e citocinas, com as diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas crônica, é possível afirmar que a gravidade do quadro 

inflamatório tecidual estaria relacionada com um padrão citotóxico/inflamatório de 

resposta, enquanto que a ausência de sintomas clínicos seria acompanhada por 
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uma resposta imune equilibrada/modulada contra o T. cruzi (GOMES et al., 2003; 

MENEZES et al., 2004; SOUZA et al., 2007; VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2008), 

conduzindo a manutenção de um ambiente tecidual ausente de injúrias.  

 

2.4 Tratamento etiológico na doença de Chagas crôni ca 

 

Apenas dois compostos terapêuticos estão atualmente em uso para o 

tratamento etiológico da doença de Chagas, o nifurtimox e o benzonidazol. Seu uso 

é recomendado para casos agudos, congênitos, de reativação da infecção e em 

crianças infectadas (ANDRADE et al., 2011; BRASIL, 2005), com cerca de 70% dos 

indivíduos tratados na fase aguda apresentando cura (MARIN-NETO et al., 2009).  

O benzonidazol, derivado nitroimidazólico (N-benzil-2-nitro-1-imidazol-

acetamida), foi lançado em 1970, sendo a única droga usada na maioria dos países 

latino-americanos (MAYA et al., 2007). Atualmente no Brasil o benzonidazol é 

produzido pelo Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) 

localizado na cidade do Recife (MARIN-NETO et al., 2009). O tratamento deve ter 

duração de 60 dias, com a dose recomendada sendo de 10 mg/kg/dia em crianças e 

quadros agudos e 5 mg/kg/dia na fase crônica, com recomendação de dose máxima 

diária de 300 mg (ANDRADE et al., 2011; BRASIL, 2005). 

O principal modo de ação do benzonidazol se baseia na interferência da 

síntese de macromoléculas através de ligações covalentes entre intermediários 

nitroredutores e vários componentes celulares do parasita como DNA, lipídios e 

proteínas. Também foi demonstrado que o medicamento pode melhorar o processo 

de fagocitose, aumentando a morte de parasitas através da produção de IFN-γ e 

inibição da NADH-fumarato redutase no T. cruzi (MAYA et al., 2007). 

Indivíduos portadores da doença de Chagas na fase crônica também podem 

ser tratados com a medicação anti-T. cruzi desde que não demonstrem 

manifestações clínicas ou que estas estejam presentes de forma branda (BERN, 

2011; BRASIL, 2005; COURA; BORGES-PEREIRA, 2011; ISSA; BOCCHI, 2010; 

RIBEIRO et al., 2012; VIOTTI et al., 2006). Tal aplicação teria como finalidades: (i) 

redução progressiva da quantidade de T. cruzi no organismo até sua total 

eliminação, evitando assim a formação de novos focos inflamatórios e a extensão da 

lesão tecidual, (ii) promoção da regeneração de tecido por meio da inativação do 

parasita nos focos teciduais existente, evitando a formação de fibrose consolidada, 
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(iii) reversão da fibrose e das alterações funcionais do sistema autônomo e das 

alterações estruturais do sistema de condução do miocárdio, (iv) prevenção da 

hipertrofia do miocárdio e dilatação do miocárdio, esofágica e do cólon, evitando 

cardiopatia dilatada e os "megas" e, consequentemente, suas alterações funcionais 

e (v) redução ou eliminação do bloqueio cardíaco e a arritmia, que quase sempre 

levam à morte súbita (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). Porém, devido aos 

efeitos adversos da medicação e a variedade de evidências tanto favoráveis quanto 

contrárias acerca dos benefícios nestes indivíduos, ainda não existe um consenso 

por parte da comunidade médica quanto a sua utilização na fase crônica da doença 

de Chagas. 

Os efeitos colaterais do benzonidazol em adultos podem ser classificados em 

três grupos: (i) hipersensibilidade, incluindo dermatites com erupções cutâneas 

(geralmente aparecem entre o sétimo e o décimo dia de tratamento), mialgia, 

artralgia e linfadenopatia; (ii) polineuropatia, parestesia e polineurites (geralmente 

durante a quarta semana de tratamento); e (iii) distúrbios da medula óssea, como 

púrpura trombopênica e agranulocitose (geralmente após a segunda semana de 

tratamento) (PINAZO et al., 2010). O efeito colateral mais frequente é a dermatite 

urticariforme que ocorre em até 30,0% dos indivíduos, já no final da primeira semana 

de tratamento, apresentando boa resposta terapêutica com anti-histamínicos ou, 

mais efetivamente, com pequenas doses orais de corticosteroides. Quando há febre 

e adenomegalia, deve-se suspender a medicação. Leucopenia significativa e 

agranulocitose são raras e, quando ocorrem, obrigam a interrupção do tratamento. 

Tais medicamentos são contraindicados em gestantes e em indivíduos com 

insuficiência renal ou hepática (FRAGATA FILHO, 2009; ORGANIZAÇÃO PAN-

AMERICANA DA SAÚDE; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1999; PINTO et 

al., 2009; VIOTTI et al., 2009). Devido à gravidade desses efeitos adversos, a taxa 

de desistência é de aproximadamente 10% entre os indivíduos que realizam o 

tratamento etiológico com o benzonidazol (PÉREZ-MOLINA et al., 2009). 

Trabalhos avaliando indivíduos portadores da doença de Chagas crônica 

após tratamento verificaram o fracasso da medicação na eliminação dos parasitas 

nesta fase da doença, não interferindo na progressão da doença (BRITTO et al., 

2001; FERNANDES et al., 2009; LAURIA-PIRES et al., 2000). Entretanto, evidências 

de atenuação no curso de miocardites em animais infectados com T. cruzi 

(ANDRADE et al., 1991; GARCIA et al., 2005), bem como estudos observacionais de 
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indivíduos que demonstraram negativação dos testes sorológicos e prevenção de 

alterações clínicas e eletrocardiográficas (FABBRO DE SUASNÁBAR et al., 2000; 

FRAGATA FILHO; SILVA; BOAINAIN, 1995), ratificam a importância do tratamento 

etiológico no controle do curso da doença de Chagas. Dado relevante foi publicado 

por Machado-de-Assis et al. (2013) ao avaliarem indivíduos com doença de Chagas 

crônica assintomática (forma indeterminada) 13 anos após a intervenção com o 

benzonidazol. Os indivíduos com forma indeterminada no início do estudo e que 

foram tratados apresentaram menor progressão clínica (17,4%) em comparação com 

o grupo não tratado (56,5%), indicando que a medicação pode ter conduzido a uma 

prevenção da evolução clínica (MACHADO-DE-ASSIS et al., 2013). 

Recentemente foi iniciado um estudo onde a eficácia da utilização do 

benzonidazol como terapia na prevenção de complicações clínicas em indivíduos 

com doença cardíaca pré-existente. Chamado de BENEFIT (Benznidazol Evoluation 

for Interruption Trypanosomiasis), o estudo é multicêntrico, randomizado, duplo-

cego, e controlado por placebo. Conduzido pelo Canadian Institutes of Health 

Research e pela Organização Mundial de Saúde (OMS), tem como objetivo avaliar 

se a terapia com o benzonidazol reduz a mortalidade e os principais 

acomentimentos cardiovasculares em indivíduos com doença de Chagas crônica. 

Iniciado em 2004, o estudo inclui 42 centros na Argentina, Bolívia, Brasil e Colômbia 

e constitui uma importante ferramenta para fornecer evidências que apoiem a 

utilização do tratamento etiológico na doença de Chagas crônica, assim que for 

concluído (MARIN-NETO et al., 2008, 2009). 

 

2.4.1 Novas abordagens para o acompanhamento laboratorial após o tratamento 

etiológico na doença de Chagas. 

 

As técnicas laboratoriais utilizadas para o acompanhamento após o 

tratamento etiológico dos indivíduos na fase crônica são as mesmas recomendadas 

para o diagnóstico da fase aguda (métodos parasitológicos: hemocultura e 

xenodiagnóstico) e para o diagnóstico da doença na fase crônica (métodos 

sorológicos: imunofluorescência indireta, hemaglutinação indireta, enzyme-linked 

immunosorbent assay - ELISA) (BRASIL, 2005; CANÇADO, 1999). 

Contudo, mesmo após a eliminação do parasita existe uma retenção de 

antígenos do T. cruzi em células dendríticas, conduzindo a uma manutenção por 
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períodos prolongados do estímulo a síntese de anticorpos (ANDRADE et al., 1991), 

originando resultados sorológicos falsamente positivos. Outro mecanismo que pode 

acarretar erro no diagnóstico sorológico diz respeito ao possível mimetismo entre 

proteínas do coração e a superfície do parasita, ocorrendo manutenção dos 

anticorpos circulantes (GARCIA et al., 2005). Desta forma, as técnicas empregadas 

não são capazes de fornecer dados decisivos em um curto espaço de tempo quando 

aplicadas no grupo de indivíduos portadores crônicos da doença de Chagas. 

Um método alternativo seria o de Lise Mediada pelo Complemento (LMCo) 

para definição de cura. Este teste detecta anticorpos líticos que reconhecem os 

epítopos presentes na superfície de tripomastigotas vivos (CANÇADO, 1999). Para 

tal, tripomastigotas sanguíneos são obtidos de camundongos infectados ou de 

culturas de tecido para serem incubadas com o soro a ser testado. Para verificar a 

presença ou não dos anticorpos líticos a incubação é realizada com o soro ativado 

(fonte do complemento) e com o soro inativado por calor (37ºC por 30min). Na 

ausência de anticorpos líticos a razão entre número de parasitas após incubação 

com soro ativado e com soro inativado será inferior a 20%. Trabalhos demonstram 

que os anticorpos líticos são os primeiros a surgirem com a infecção pelo T. cruzi 

(ISRAELSKI; SADLER; ARAÚJO, 1985) e também os primeiros a apresentar 

redução em seus títulos e/ou negativação após o tratamento etiológico (KRETTLI; 

BRENER, 1982). 

Outro método que poderia ser utilizado para o acompanhamento destes 

indivíduos é a avaliação de anticorpos específicos anti-T.cruzi (lítico) através da 

citometria de fluxo. Martins-Filho et al. (1995) realizaram a quantificação dos 

anticorpos, por citometria de fluxo, de indivíduos portadores crônicos (i) não 

tratados, (ii) tratados que obtiveram cura e (iii) indivíduos com falha no tratamento. 

Para tal, o soro dos indivíduos portadores da doença de Chagas é utilizado para 

revestir formas tripomastigotas vivas e os anticorpos específicos são detectados por 

anticorpos conjugados a fluorocromos, onde é possível  distinguir por esta técnica, 

indivíduos curados e não-curados  (MARTINS-FILHO et al., 1995). Contudo, tanto a 

citometria de fluxo descrita no trabalho de Martins-Filho et al. (1995) quanto a LMCo, 

apresentam como desvantagem a necessidade de parasitas vivos para sua 

execução. 

Por sua vez, a Polymerase Chain Reaction (PCR) é um método que permite a 

detecção de pequenas quantidades de DNA de T. cruzi em amostras de sangue. 
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Sua indicação na fase crônica está relacionada à confirmação de testes sorológicos 

duvidosos, para o controle de cura após o tratamento etiológico e em áreas onde 

exista infecção pelo T. rangeli (BRASIL, 2005). Britto et al. (1995) realizaram o 

monitoramento de indivíduos na fase crônica submetidos ao tratamento específico 

utilizando a técnica de PCR qualitativa como complemento para inquerito sorológico 

de cura. Nove dos 32 indivíduos tratados que mantiveram sorologia convencional 

reagente apresentaram PCR positiva, com o xenodiagnóstico sendo positivo em 

apenas 5 dos 9 indivíduos positivos na PCR. Uma vez que permitiu a identificação 

dos indivíduos nos quais não foi obtido sucesso no tratamento, os autores indicaram 

a PCR como instrumento útil para o acompanhamento de indivíduos após o 

tratamento etiológico (BRITTO et al., 1995). Em outro trabalho foi realizada uma 

comparação entre a PCR e o xenodiagnóstico 20 anos após o tratamento etiológico. 

Ao avaliarem 48 indivíduos na fase crônica foi observado que a PCR qualitativa 

apresentou-se positiva em 17 dos indivíduos, enquanto o xenodiagnóstico só 

confirmou a parasitemia em oito destes indivíduos PCR positivos (BRITTO et al., 

2001), reforçando a PCR como potencial método diagnóstico na definição precoce 

de indivíduos tratados e não curados.  

Tem recebido destaque a técnica de PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

como método de acompanhamento da parasitemia em indivíduos portadores da 

doença de Chagas após o tratamento, uma vez que sua  implementação para 

determinação da carga parasitária pode ser útil como indicador da resposta 

terapêutica (MARIN-NETO et al., 2009; MOREIRA et al., 2013; VALLEJO; REYES, 

2005). Além de permitir o acompanhamento do decaimento na carga parasitária dos 

indivíduos, uma das grandes vantagens da utilização da qPCR para o 

acompanhamento após a quimioterapia é a possibilidade de verificar a falha 

terapêutica devido a seu caráter quantitativo. Diante disso, alguns estudos tem sido 

realizados com o objetivo de estabelecer uma técnica de qPCR adequada para esta 

finalidade, com alguns protocolos demonstrando sua potencialidade para o 

acompanhamento após tratamento etiológico  (DUFFY et al., 2009, 2013; MOREIRA 

et al., 2013).  

Contudo, apesar das vantagens apresentadas pela técnica da PCR, ela não 

deve ser única como critério de cura da doença de Chagas, uma vez que a ausência 

do parasita na amostra testada não significa necessariamente ausência de infecção 

ativa. O parasita pode persistir nos tecidos na forma amastigota ou estar circulante, 
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mais em tão baixa quantidade que sua obtenção exige coletas de amostras em 

períodos alternados (BRITTO et al., 2001). Sendo assim, existe ainda uma lacuna no 

que concerne o acompanhamento da população de indivíduos portadores crônicos 

da doença de Chagas que é submetida ao tratamento etiológico. 

 

2.4.2 Resposta imune e o tratamento da infecção chagásica pelo benzonidazol 

 

Correlacionando o comportamento da resposta imunológica contra o T. cruzi e 

a terapêutica tripanocida foi observado que o tratamento in vivo com benzonidazol 

interferiu na interação parasita-macrófagos. Em cobaias infectadas com cepa de T. 

cruzi susceptível ao medicamento (benzonidazol) foi observado, após o tratamento 

com o benzonidazol, um aumento da fagocitose, da destruição parasitária e da 

liberação de citocinas pelos macrófagos. Os esplenócitos destes animais infectados 

produziram níveis muito elevados de TNF-α e intermediários reativos de nitrogênio 

após o tratamento com o benzonidazol (MURTA et al., 1999). Células T CD8+ 

oriundas de camundongos tratados com benzonidazol e curados expandiram mais 

rapidamente e proporcionaram maior proteção em comparação a camundongos 

infectados cronicamente (BUSTAMANTE; BIXBY; TARLETON, 2008). 

Já em humanos, ao avaliar cultura de sangue total após estimulação com 

antígenos de tripomastigota, foi demonstrada uma inversão no perfil de citocinas um 

ano após tratamento com o benzonidazol. Ocorreu uma redução na produção de IL-

10 por células T CD4+ oriundas de indivíduos com a forma indeterminada e aumento 

de monócitos IL-10+ na forma cardíaca da doença de Chagas crônica. Os indivíduos 

portadores crônicos que apresentavam um perfil inflamatório antes do tratamento 

tiveram um aumento na produção de citocinas ditas regulatórias, enquanto que os 

indivíduos com perfil regulatório passaram a produzir mais citocinas inflamatórias 

(VITELLI-AVELAR et al., 2008). 

Crianças em fase escolar infectadas com o T. cruzi e classificadas como 

estando recentemente na forma indeterminada foram tratadas com benzonidazol. 

Um ano após o tratamento foi observado, após estimulação in vitro com antígenos 

solúveis de epimastigota, uma modificação para um perfil Th1 modulado, com IFN-γ 

sendo produzido principalmente por células NK e linfócitos T CD8+ (SATHLER-

AVELAR et al., 2006). Também foi verificada uma substancial ativação de células T 

e B produtoras de IL-10 (SATHLER-AVELAR et al., 2008), demonstrando a 
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interferência do tratamento etiológico na resposta imune do hospedeiro (SATHLER-

AVELAR et al., 2006, 2008). 

Laucella et al. (2009) realizaram estudo longitudinal com dois grupos de 

indivíduos portadores crônicos da doença de Chagas, um de crônicos 

assintomáticos e o outro com alteração no eletrocardiograma. Para tal, avaliaram 

células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) cultivadas na presença de 

lisado de T. cruzi. Foi observado que a produção de IFN-γ por células T declinou um 

ano após o tratamento com benzonidazol, também ocorrendo um aumento na 

população de células T CD8+ de memória na maioria dos indivíduos avaliados 

(LAUCELLA et al., 2009). 

Em dois grupos de indivíduos com a forma indeterminada da doença de 

Chagas - tratados com o benzonidazol e não tratados - foi observado que o 

benzonidazol conduziu a um deslocamento do padrão de citocinas em monócitos, 

células NK e T CD8+ no sentido de um perfil de resposta do tipo Th1 modulada após 

estimulação com antígenos solúveis de epimastigota. Segundo os autores, tais 

achados demonstram a importância da utilização da medicação tripanocida em 

indivíduos portadores crônicos por indicar a ação do benzonidazol no sentido de 

manter um microambiente imunológico não deletério, prevenindo os danos teciduais 

oriundos de uma resposta imune exacerbada (SATHLER-AVELAR et al., 2012). 

Mesmo diante de tais relatos, a utilização de métodos que investiguem as 

populações celulares ainda não foi estabelecida como ferramenta de avaliação dos 

indivíduos tratados com o benzonidazol. Estudos acerca das populações celulares 

dos indivíduos portadores crônicos antes e após o tratamento com o benzonidazol 

são extremamente importantes não só na compreensão da influência da medicação 

na resposta imune contra o T. cruzi, como também na identificação de marcadores 

imunológicos que possam permitir a definição de forma precoce e segura dos 

benefícios da utilização do tratamento específico. Desta forma, este estudo é 

pioneiro, sendo útil para a futura adoção de procedimentos de prevenção e 

terapêutica por parte do Sistema de Saúde aos indivíduos portadores crônicos da 

doença de Chagas. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

A dificuldade em diagnosticar a doença de Chagas em sua fase aguda faz 

com que a maioria dos indivíduos infectados evolua para a fase crônica sem receber 

o tratamento etiológico no período onde o T. cruzi está mais susceptível ao 

medicamento. Diante disto, estudos que venham a estabelecer condutas para 

melhoria da qualidade de vida dos indivíduos na fase crônica, tornam-se cada vez 

mais necessários, sendo recomendados pelo Consenso Brasileiro em Doença de 

Chagas (BRASIL, 2005) e pelo Programa Integrado em Doença de Chagas 

(PIDC/Fiocruz), do qual nosso grupo é atuante. 

A literatura já demonstrou que o emprego do benzonidazol na fase crônica da 

doença de Chagas conduz a prevenção/controle da evolução para os quadros 

clínicos mais mórbidos desta enfermidade. Contudo, a aplicação da medicação 

nesta fase apresenta dificuldade pela diversidade de resultados controversos quanto 

aos reais benefícios. Aliado a isso, nenhum dos métodos diagnósticos atualmente 

preconizados para avaliação após o tratamento demonstram resultados 

contundentes para definir seu sucesso de forma precoce e segura. A necessidade 

de se dar maior suporte aos médicos assistentes, bem como um retorno aos 

indivíduos portadores crônicos que recebem o tratamento etiológico com o 

benzonidazol, demonstra a importância da busca de indicadores mais adequados.  

Desta forma, nos propomos a investigar a resposta imune de portadores 

crônicos da doença de Chagas antes a após o tratamento com o benzonidazol, com 

o intuito de demonstrar que a observação do comportamento imunológico pode 

permitir a identificação do impacto da terapêutica nesta fase da doença, podendo 

auxiliar na definição do tratamento etiológico como intervenção na doença de 

Chagas crônica. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar a resposta imune de portadores crônicos da doença de Chagas 

antes a após o tratamento com o benzonidazol. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar fenotipicamente células da resposta imune  no contexto ex vivo e 

após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi; 

 

b) Avaliar a produção de citocinas intracitoplasmáticas por células imunes no 

contexto ex vivo e após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi; 

 

c) Avaliar a produção de citocinas em sobrenadante de cultura de sangue total 

após estímulo in vitro com antígeno de T. cruzi. 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

5.1 Tipo de Estudo 

 

O estudo foi do tipo experimental “antes e depois” (intervenção não-

controlado). Todos os indivíduos foram submetidos ao tratamento com o 

benzonidazol, sendo realizada a avaliação de padrões imunológicos antes do início 

e em dois momentos após o tratamento etiológico. A amostra foi definida a partir de 

critérios de disponibilidade ou conveniência (MEDRONHO, et al., 2009). 

 

5.2 População do estudo 

 

Indivíduos portadores da doença de Chagas crônica foram selecionados, no 

período de agosto de 2012 a dezembro de 2013 no Ambulatório de Doença de 

Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto-Socorro Cardiológico de Pernambuco 

(PROCAPE), da Universidade de Pernambuco (UPE), O ambulatório é o local de 

referência no estado de Pernambuco para o acompanhamento e tratamento dos 

indivíduos portadores da doença de Chagas.  

Para sua inclusão no trabalho, os indivíduos preencheram três critérios:  

1) sorologia reagente para a infecção chagásica; 

2) exames clínicos e laboratoriais para a caracterização das formas 

clínicas (eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de tórax e de 

esôfago. hemograma); 

3) não ter sido submetido ao tratamento etiológico até sua inclusão no 

projeto de pesquisa.  

 

A avaliação dos critérios de inclusão foi realizada em conjunto com médicos 

colaboradores deste projeto, sendo estes responsáveis pelo acompanhamento e 

tratamento dos indivíduos portadores da doença de Chagas. Os indivíduos incluídos 

no estudo foram aqueles que, mediante abordagem dos médicos responsáveis, 

aceitaram realizar o tratamento etiológico que é fornecido pelo Ministério da Saúde. 

Destacamos que o tratamento etiológico é oferecido ao portador da infecção 

chagásica como estratégia de cuidado segundo recomendação do Ministério da 

Saúde (BRASIL, 2005), não fazendo parte dos objetivos desenvolvidos neste 
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projeto. Para serem considerados aptos para o tratamento com o benzonidazol, os 

indivíduos portadores crônicos apresentaram hemograma normal e funções renal e 

hepática conservadas. O tratamento teve duração prevista de 60 dias, com dose 

recomendada de 5 mg/kg/dia, sendo a dose máxima diária de 300 mg. Contudo, 

parte dos indivíduos tratados não finalizou o esquema devido ao surgimento de 

efeitos colaterais atribuídos ao benzonidazol (Apêndice A). 

Para classificação dos indivíduos portadores crônicos quanto à forma clínica 

os médicos utilizaram os critérios estabelecidos na I Diretriz Latino-Americana para o 

Diagnóstico e Tratamento da Cardiopatia Chagásica (ANDRADE et al., 2011). 

Baseados nessa classificação, agrupamos os indivíduos incluídos no trabalho nos 

grupos IND e CARD (Quadro 1). 

  

Quadro 1 - Classificação dos indivíduos com doença de Chagas crônica incluídos na pesquisa 
segundo a I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da Cardiopatia Chagásica. 

GRUPOS 
IND CARD 

A 
Portadores sem sintomas presentes 

ou pregressos de IC e com ECG e RX de  
tórax normal 

B1 
Portadores com alterações eletrocardiográficas 
(distúrbios de condução ou arritmias) e que não 

têm disfunção ventricular 
B2 

Portadores que já apresentam disfunção 
ventricular global, com FEVE reduzida 

C 
Portadores com sintomas prévios ou atuais de IC, 

e que possuem disfunção ventricular 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND) Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento 
cardíaco; (IC) Insuficiência cardíaca; (ECG) Eletrocardiograma; (RX) Raio-X; (FEVE) Fração de 
ejeção do ventrículo esquerdo. 

 

A inclusão dos indivíduos portadores da doença de Chagas crônica no estudo 

foi realizada no momento de início do tratamento com o benzonidazol, totalizando 25 

indivíduos incluídos. Contudo, quatro indivíduos não retornaram ao atendimento, o 

que impossibilitou a avaliação após a intervenção, caracterizando perda amostral.  

Um total de 21 indivíduos portadores crônicos foram avaliados ao final da pesquisa 

(n = 21; oito homens e treze mulheres; 31 - 48 anos). Deste total, em treze não 

foram observadas alterações clínicas, sendo classificados no grupo IND (n = 13; 

quatro homens e nove mulheres; 31 - 55 anos). Por sua vez, os oito indivíduos que 

apresentaram algum tipo de alteração cardíaca foram classificados no grupo CARD 

(n = 8; quatro homens e quatro mulheres; 34 - 58 anos). As características dos 
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pacientes que participaram desse estudo, assim como sua distribuição quanto à 

classificação clínica, estão descritas no Apêndice B. 

 

5.3 Coleta de sangue 

 

Foram coletados 9mL de sangue em tubos contendo heparina sódica (ensaios 

de imunofenotipagem e cultivo para obtenção de sobrenadante) e 4mL em tubo seco 

(testes sorológicos) de 21 indivíduos portadores da doença de Chagas crônica. As 

coletas foram realizadas antes do início do tratamento etiológico (T0: nIND+CARD = 21/ 

nIND = 13/ nCARD = 8) e após o término do tratamento em dois momentos: 2-3 meses 

(T1: nIND+CARD = 21/ nIND = 13/ nCARD = 8) e 5-6 meses após (T2: nIND+CARD = 16/ nIND = 

9/ nCARD = 7). 

 

5.4 Sorologia para infecção pelo Trypanosoma cruzi 

 

Foram utilizados dois testes de Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA). Um constituído por mistura de antígenos do T. cruzi adsorvidos à placa de 

microtitulação (Chagas test ELISA III) proveniente de Bioschile Ingenieria Genetica 

S.A. O outro teste utiliza antígenos recombinantes adsorvidos à placa de 

microtitulação (Imuno-ELISA Chagas) proveniente de Wama Diagnóstica. Os 

resultados foram interpretados como reagentes quando ambos os testes 

apresentaram reatividade, e não-reagentes quando ambos não apresentaram 

reatividade (BRASIL, 2005). Apenas os indivíduos que apresentaram os dois testes 

reagentes foram incluídos no estudo, com resultados sorológicos inconclusivos ou 

discordantes sendo critérios de exclusão da pesquisa. 

Os testes sorológicos foram realizados com o apoio do Serviço de Referência 

no Diagnóstico da Doença de Chagas (SRDC) do Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ-PE). 

 

5.5 Antígeno solúvel de epimastigota 

 

Os antígenos solúveis foram obtidos segundo Pereira et al. (2000). Para Isso, 

epimastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion 

Triptose) e mantidas em estufa incubadora a 27ºC. Após sete dias de cultivo, os 
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parasitos foram então lavados em solução salina (Phosphate buffered saline-PBS 

0,15 M; pH 7,4) por centrifugação e a massa úmida congelada. Posteriormente a 

massa foi ressuspendida em inibidor de protease (Phenylmethanesulfonylfluoride-

PMSF 1 mM e Ethylenediamine tetraacetic acid- EDTA 1 mM), sendo realizada a 

ruptura dos parasitos através de quatro ciclos de repetição do processo de 

congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria a 37ºC. 

Após esta etapa, o lisado foi centrifugado a 10.000xg por 10min a 4ºC. O 

sobrenadante foi submetido então à centrifugação a 100.000xg por 60min a 4ºC para 

separação das frações solúvel (sobrenadante) e insolúvel (sedimento) do antígeno 

de epimastigota (EPI). Após esterilização por filtragem do antígeno solúvel de EPI 

em filtro Millipore 0,45 µM foi realizada a dosagem de proteína (kit DC Protein Assay, 

Bio-Rad Laboratories), com posterior armazenamento a -70°C até o momento de 

sua utilização (PEREIRA et al., 2000). 

 

5.6 Cultivo celular 

 

Um mililítro de sangue total heparinizado foi cultivado em meio RPMI 1640 

(Sigma) acrescido de solução de Penicilina/ Estreptomicina a 1% (Sigma), na 

presença de fitohemaglutinina (PHA – 5 µg/mL), do antígeno solúvel de EPI (25 

µg/mL) e sem estímulo (controle negativo). O volume final das culturas foi de 2 mL, 

sendo incubadas a 37°C a 5% de CO2 por 24h (LORENA et al., 2010). Nas quatro 

horas que antecederam o final do cultivo celular, brefeldina A (10 µg/mL) foi 

adicionada aos tubos. A utilização da brefeldina A assegura a retenção da citocina 

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

proteínas, mantendo-as no interior do complexo de Golgi (HUDSON; GRILLO, 

1991). 

 

5.7 Imunofenotipagem 

 

O impacto do tratamento etiológico em alguns aspectos da resposta imune de 

indivíduos portadores crônicos da doença de Chagas foi analisado no total de 

indivíduos (nIND+CARD = 21), bem como nos grupos clínicos separadamente (nIND = 13; 

nCARD=8), em diferentes circunstâncias. A primeira, que definimos como ex vivo, 
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permitiu observarmos a ação do benzonidazol na resposta imunológica basal destes 

indivíduos. Por sua vez, o cultivo celular na presença de antígeno solúvel de 

epimastigota, antes e após o tratamento, possibilitou a avaliação do impacto do 

benzonidazol na resposta imune direcionada ao T. cruzi, sendo esta definida como 

avaliação EPI. Também realizamos cultivo celular na ausência de estímulo 

antigênico (cultura controle - CC), para observar o comportamento celular após o 

cultivo. 

 

5.7.1 Contexto Ex vivo 

 

Sangue heparinizado (100 µL) foi adicionado em tubos de poliestireno 

devidamente identificados contendo anticorpos monoclonais de superfície (Tabela 

2). Após incubação de 30min ao abrigo da luz, foram realizados os procedimentos 

de lise de eritrócitos, lavagens, permeabilização, incubação com os anticorpos 

intracitoplasmáticos e fixação (Quadro 2). Após estes procedimentos as células 

foram então estocadas a 4°C até o momento da utilização do citômetro de fluxo 

(FACScalibur - Becton Dickson Immunocytometry Systems). 

 

Quadro 2 - Anticorpos utilizados na imunofenotipagem. 
Anticorpo Clone  Isotipo  Fluorocromo Titulação (µL) 

CD3 S4.1 Mouse IgG2a PE 2,5 
CD4 S3.5 Mouse IgG2a PercP 2,5 
CD5 CD5-5D7 Mouse IgG1 APC 2,5 
CD8 3B5 Mouse IgG2a FITC 2,5 
CD14 TüK4 Mouse IgG2a FITC 5,0 
CD16 3G8 Mouse IgG1 PercP 2,5 
CD19 SJ25-C1 Mouse IgG1 FITC 2,5 
CD25 CD25-3G10 Mouse IgG1 APC 2,0 
CD28 10F3 Mouse IgG1 PE 2,5 
CD56 MEM-188 Mouse IgG2a FITC 2,5 
CD80 MEM-233 Mouse IgG1 PE 2,5 
CD86 BU63 Mouse IgG1 APC 2,5 

CD152 * BN13 Mouse IgG2a, κ APC 20 

FoxP3 *
 259D/C7 Mouse IgG1 PE 20 

HLA-DR* TÜ36 Mouse IgG2b PercP 2,5 

IFN-γ * (1:30) B17 Mouse IgG1, κ APC 20 

IL-10 
* (1:30) JES3-19F1 Rat IgG2a PE 20 

Fonte: A autora. 
Legenda: (CD) Cluster of differentiation; (IL) Interleucina; (IFN-γ) Interferon gama; (APC) 
Aloficocianina; (FITC) Isotiocianato de fluoresceína; (PE) Ficoeritrina; (PercP) Proteína Clorofila 

Peridinina; (*) anticorpos intracitoplasmáticos. 
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5.7.2 Contexto In vitro 

 

Após o período de incubação as culturas foram tratadas com 220 µL de EDTA 

(20 mM) por 10min à temperatura ambiente. Em seguida aos tubos foram adicionado 

cerca de 8 mL de PBS-Wash (PBS adicionado de albumina sérica bovina a 0,5% e 

azida sódica a 1%). Os tubos foram então centrifugados a 400xg por 10min à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxílio de bomba a vácuo, 

restando o volume final de 1 mL no tubo. Cem microlitros da suspensão celular 

foram depositados em tubos de poliestireno contendo os anticorpos de superfície. 

Os anticorpos de superfície e intracitoplasmáticos assim como as etapas do 

protocolo experimental para imunofenotipagem das culturas celulares foram 

realizados de forma semelhante ao descrito para o ensaio de imunofenotipagem no 

contexto ex vivo. 

 

5.8 Aquisição celular e análise do fenótipo por cit ometria de fluxo 

 

As populações celulares, bem como suas marcações de superfície e 

intracitoplasmáticas estão descritas no Quadro 3. Também foi realizada a análise da 

produção intracitoplasmática das citocinas IL-10 e IFN-γ em alguns tipos celulares 

(Quadro 4). 
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Quadro 3 - Marcação de superfície e intracitoplasmática dos 
tipos celulares avaliados. 

Tipo Celular Marcação 
B convencional CD5+CD19+ 
B1 CD5-CD19+ 
Natural Killer naive CD3-CD16+CD56+ 
Natural Killer madura CD3-CD16+CD56- 

T CD4 
CD4+CD28+ 
CD4+CD152+ 

T CD8 
CD8+CD28+ 
CD8+CD152+ 

Monócitos 
CD14+CD80+ 
CD14+CD86+ 

CD14+HLA-DR+ 

T regulatório natural 

CD4+CD25+ 
CD4+CD25high 
CD4+FoxP3+ 

CD4+CD25+FoxP3+ 
CD4+CD25+FoxP3high 

Fonte: A autora. 
Nota: (CD) Cluster of differentiation; (FoxP3) Forkhead Box P3. 

 

Quadro 4 - Tipos celulares avaliados quanto 
à produção de citocinas. 

Tipo Celular Marcação 

T CD4 
CD4+IFN-γ+ 
CD4+IL-10+ 

T CD8 CD8+IFN-γ+ 
CD8+IL-10+ 

B CD19+IFN-γ+ 
CD19+IL-10+ 

Fonte: A autora. 
Nota: (CD) Cluster of differentiation; (IL) 
Interleucina; (IFN-γ) Interferon gama. 

 

As populações de células B, Natural killer (NK) e T foram selecionadas 

através de dot plot FSC (Forward Scatter) versus SSC (Side Scatter), sendo 

adquiridos 10.000 eventos dentro da janela R1 (Figura 4).  
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Figura 4 - Exemplo de aquisição demonstrando 
os parâmetros de tamanho (FSC) e de 
granulosidade (SSC).  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: R1 – Marcação realizada para 
determinar a população celular que se pretende 
analisar. 

 

Após a seleção da janela de interesse (R1), as marcações de superfície (anti-

CD3-PE, anti-CD4-PercP, anti-CD5-APC, anti-CD8-FITC, anti-CD16-PercP, anti-

CD19-FITC, anti-CD25-APC, anti-CD28-PE e anti-CD56-FITC), bem como as 

intracitoplasmáticas (anti-CD152-APC, anti-FoxP3-PE, anti-IL-10-PE e anti- IFN-γ-

APC) foram analisadas pela obtenção de gráficos bidimensionais de distribuição 

pontual de fluorescência para as populações de células B (Figuras 5), NK (Figura 6), 

T CD4+ (Figura 7), T CD8+ (Figura 8),  T regulatórias (Figura 9).  
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Figura 5 - Exemplo de aquisição dos linfócitos B no citômetro de fluxo.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (A) FL4 versus FL1, demonstrando a marcação de CD5 versus CD19. (B) FL1 versus FL2, 
demonstrando a marcação CD19 versus IL-10. (C) FL1 versus FL2, demonstrando a marcação CD19 
versus IFN-γ.  

 

Figura 6 - Exemplo de aquisição das células NK no citômetro de fluxo.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: FL2 versus FL3, demonstrando a marcação CD3 versus CD16, sendo 
selecionada nesse gráfico o quadrante 4 para posterior análise de células triplamente 
marcadas (CD3- CD16+ CD56-). 
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Figura 7 - Exemplo de aquisição dos linfócitos T CD4+ no citômetro de fluxo. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (A) FL3 versus FL2, demonstrando a marcação CD4 versus CD28. 
(B) FL3 versus FL4, demonstrando a marcação CD4 versus CD152). (C) FL3 
versus FL2, demonstrando a marcação CD4 versus IL-10. (D) FL3 versus FL4, 
demonstrando a marcação CD4 versus IFN-γ. 
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Figura 8 - Exemplo de aquisição dos linfócitos T CD8+ no citômetro de fluxo. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (A) FL1 versus FL2, demonstrando a marcação CD8 versus CD28. 
(B) FL1 versus FL4, demonstrando a marcação CD8 versus CD152). (C) FL1 
versus FL2, demonstrando a marcação CD8 versus IL-10. (D) FL1 versus FL4, 
demonstrando a marcação CD8 versus IFN-γ. 
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Figura 9 - Exemplo de aquisição dos linfócitos T regulatórios no citômetro de fluxo. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (A) FL3 versus FL4, demonstrando a marcação CD4 versus CD25, sendo selecionada 
nesse gráfico o quadrante 2 para posterior análise de células triplamente marcadas 
(CD4xCD25xFoxP3) (B) FL3 versus FL4, demonstrando a marcação CD4 versus CD25, sendo 
selecionada nesse gráfico o quadrante 2 para posterior análise de células triplamente marcadas 
(CD4xCD25highxFoxP3). (C) FL3 versus FL2, demonstrando a marcação de CD4 versus FoxP3. 
 

 

Para a população de monócitos foram adquiridos 1.000 eventos dentro da 

janela R1 no dot plot SSC versus FL1. Os monócitos CD14+CD80+, CD14+CD86+ e 

CD14+HLA-DR+ foram analisadas pela obtenção de gráficos bidimensionais de 

distribuição pontual de fluorescência (Figura 10). 
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Figura 10 - Exemplo de gráfico dot plot da aquisição de monócitos no citômetro de fluxo. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (A) SSC versus FL1 (CD14), demonstrando a marcação para monócitos. (B) FL1 versus 
FL2, demonstrando a marcação de CD14+ versus CD80+. (C) FL1 versus FL4, demonstrando a 
marcação de CD14+ versus CD86+; (D) FL1 versus FL3, demonstrando a marcação de CD14+ 
versus HLA-DR+. 
 

5.9 Detecção de citocinas no sobrenadante de cultur a 

 

Os sobrenadantes de cultura celular foram coletados quatro horas antes do 

término do tempo de incubação, com as alíquotas de sobrenadante sendo 

devidamente identificadas e estocadas a -70°C até o momento do ensaio. Para 

determinação das citocinas no sobrenadante das culturas foi utilizado o kit BD™ 

Cytometric Bead Array - CBA Human Th1/Th2 Cytokine (BD Biosciences, Califórnia) 

que permitiu a avaliação das citocinas INF-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10. Para 

realizar o ensaio, foi adicionado o mix das beads de captura aos tubos do ensaio, as 

diluições padrão do kit aos tubos controle, as amostras clínicas e o reagente de 

detecção, com posterior incubação por três horas a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. O conteúdo dos tubos foi então lavado (tampão de lavagem) por 

centrifugação, com posterior descarte do sobrenadante, sendo adicionado 
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novamente o tampão de lavagem para armazenamento e posterior análise por 

citometria de fluxo. 

 

5.10 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5.0. Para 

testar a hipótese de normalidade foi utilizado o teste D'Agostino-Pearson. Os dados 

que apresentaram como verdadeira a hipótese foram considerados paramétricos, 

sendo empregado o teste T pareado. Aos dados que não demonstraram como 

verdadeira a hipótese de normalidade foi aplicado o teste pareado de Wilcoxon para 

amostras não-paramétricas. As diferenças foram consideradas significativas quando 

o p < 0,05. 
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6 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Os indivíduos envolvidos nesse estudo tiveram participação voluntária, tendo 

assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice C). Todas as 

informações sobre o projeto de pesquisa foram fornecidas individualmente antes da 

coleta de sangue, com o intuito de explicar os objetivos do trabalho e esclarecer que 

os indivíduos eram livres para se recusarem a participar do estudo, bem como se 

retirarem quando assim o desejassem, sem prejuízo ou dano no atendimento clínico 

feito no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto-

Socorro Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE. A conduta de inclusão dos 

mesmos e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do CPqAM/Fiocruz (CAEE: 0045.0.095.000-11; Anexo A). Os quatro 

indivíduos que não retornaram para a coleta após a intervenção (perda amostral) 

não tiveram nenhum comprometimento quanto ao seu acompanhamento médico. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Caracterização fenotípica de células da resposta im une de portadores 

crônicos da doença de Chagas no contexto ex vivo e após estímulo in 

vitro com antígeno de T. cruzi, antes e após o tratamento com o 

benzonidazol  

 

 Foram avaliados marcadores para as populações de células B, Natural killer, 

T CD4+, T CD8+, monócitos e Treg, antes e após a intervenção com o benzonidazol, 

em portadores crônicos da doença de Chagas. 

 

7.1.1 Células B 

 

 Realizarmos a caracterização de duas linhagens de células B, a B 

convencional (CD5-CD19+) e a B1 (CD5+CD19+), dentro da população de linfócitos.  

Não foi observada diferença estatística quanto ao percentual de células B CD5-

CD19+ em nenhuma das análises realizadas (Figura 11).  
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Figura 11 - Caracterização da produção de linfócito B convencional (CD5-CD19+) 
em portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica (cultura controle); (EPI) Análise realizada 
após cultivo celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 

 

Quanto ao percentual de linfócitos B1, houve um aumento significativo na 

população celular logo após o tratamento em todos os grupos (IND+CARD: p T0xT1[CC] 

= 0.0101; p T0xT1[EPI] = 0,0009/ IND: p T0xT1[CC] = 0,0327/ CARD: p T0xT1[EPI] = 0,0078) 

(Figura 12).  

Na comparação ex vivo versus EPI, a elevada produção após estímulo com o 

antígeno foi mantida após o tratamento etiológico em todos os grupos (IND+CARD: 

p T0 = 0,0002; p T1 = 0,0007; p T2 < 0,0001/ IND: p T0 = 0,0046; p T1 = 0,0203; p T2 = 

0,0039/ CARD: p T0 = 0,0078; p T1 = 0,0078; p T2 = 0,0156). Na avaliação CC versus 

EPI, houve um maior percentual de células B CD5+CD19+ nas culturas estimuladas 

com o antígeno no grupo IND+CARD em todos os momentos avaliados (p T0 = 

0,0123; p T1 = 0,0006; p T2 = 0,0119). Para o grupo IND, a diferença que existia antes 
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e logo após a intervenção (p CCxEPI[T0] = 0,0327; p CCxEPI[T1] = 0,0081), não ocorreu no 

momento T2. Por sua vez, o grupo CARD demonstrou elevação no percentual de 

linfócitos B1 após o tratamento (p CCxEPI[T1] = 0,0391; p CCxEPI[T2] = 0,0156) (Figura 12). 

 

Figura 12 - Caracterização da produção de linfócitos B1 (CD5+CD19+) em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento 
etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento 
etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento 
etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada 
após cultivo celular de sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise 
realizada após cultivo celular de sangue total estimulado com antígeno de 
epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) 
estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus 
EPI e CC versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” 
e “b”, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 



57 
BRAZ, S.C.M – RESULTADOS 
 

7.1.2 Células Natural Killer 

 

 Realizamos a caracterização de dois sub-tipos de células Natural killers: NK 

naive (CD3-CD16+CD56+) e NK madura (CD3-CD16+CD56-). 

 Apenas o grupo CARD demonstrou aumento percentual das células NK CD3-

CD16+CD56+ logo após a intervenção com o benzonidazol (p T0xT1[EX] = 0,0249) 

(Figura 13). 

Contudo, IND+CARD e IND apresentaram valores significativamente menores 

quanto à produção destas células após estímulo com EPI em relação ou contexto ex 

vivo (p IND+CARD[T1] = 0,0044; p IND+CARD[T2] = 0,0332; p IND[T1] =0,0306) após o 

tratamento. O maior percentual celular apresentado na cultura estimulada com o 

antígeno versus CC demonstrado no momento T0 (p IND+CARD < 0,0001; p IND < 

0,0001; p CARD = 0,0078), se manteve após o tratamento com o benzonidazol (T1: p 

IND+CARD < 0,0001; p IND < 0,0001; p CARD = 0,0078/ T2: p IND+CARD = 0,0005; p IND < 

0,0001; p CARD = 0,0156) (Figura 13). 
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Figura 13 - Caracterização da produção de células NK CD3-CD16+CD56+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 

 

Os grupos IND+CARD e IND apresentaram redução tardia do percentual de 

células NK CD3-CD16+CD56- (IND+CARD: p T1XT2[EPI]=0,0020/ IND: p T0XT2[EPI] = 

0,0391; p T1XT2[EPI] = 0,0039). Por sua vez, nos indivíduos do grupo CARD ocorreu um 

aumento significativo destas células logo após o término do tratamento etiológico (p 

T0XT1[EPI] = 0,0391) (Figura 14). 

Nas comparações EPI versus ex vivo e EPI versus CC nos grupos 

IND+CARD e IND, o maior percentual celular apresentado antes do tratamento pelas 

culturas estimuladas com o antígeno (IND+CARD: p EXxEPI[T0] = 0,0038; p CCxEPI[T0] = 

0,0004/ IND: p EXxEPI[T0] = 0,0179; p CCxEPI[T0] = 0,0060) foi mantido após a intervenção 
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(IND+CARD: p EXxEPI[T1] < 0,0001; p EXxEPI[T2] < 0,0001; p CCxEPI[T1] < 0,0001; p CCxEPI[T2] 

= 0,0001/ IND: p EXxEPI[T1] < 0,0001; p EXxEPI[T2] = 0,0018; p CCxEPI[T1] = 0,0002; p 

CCxEPI[T2] = 0,0007). Já o grupo CARD demonstrou esta diferença apenas após o 

término do tratamento (T1: p EXxEPI = 0,0078; p CCxEPI = 0,0078) (Figura 14). 

 

Figura 14 - Caracterização da produção de células NK CD3-CD16+CD56- em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 
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7.1.3 Expressão de CD28 e CD152 em células T CD4+ e CD8+ 

 

 Realizamos a analise da produção de CD28 e CD152, moléculas 

relacionadas, respectivamente, ao processo de ativação e inibição do ciclo celular 

em linfócitos T CD4+.  

Não verificamos alteração no percentual de linfócitos T CD4+CD28+ após o 

tratamento em nenhum dos grupos avaliados. Contudo, o grupo IND apresentou 

aumento significativo desta população celular após estímulo com EPI em relação a 

avaliação ex vivo no momento T2 (p = 0,0479) (Figura 15). 

 

Figura 15 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD28+ em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPI estão indicados pela letra 
“a”.  
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Quanto à população de células T CD4+CD152+, foi observado resultado 

divergente entre as avaliações ex vivo e EPI ao analisarmos os dados do grupo 

IND+CARD. Enquanto que na primeira houve uma redução significativa da 

população celular após o uso do benzonidazol (p T0xT2[EX] = 0,0362), ocorreu um 

aumento no percentual de linfócitos T CD4+CD152+ estimulados pelo antígeno de T. 

cruzi (p T0xT1[EPI] = 0,0261) (Figura 16).  

Quando analisamos os grupos de indivíduos IND+CARD e CARD, a elevada 

produção destas células após cultivo celular com o antígeno EPI em comparação 

com ex vivo e com CC surgiu logo após o tratamento (IND+CARD: p EXxEPI[T1] < 

0,0001; p CCxEPI[T1] < 0,0001/ CARD: p EXxEPI[T1] = 0,0078; p CCxEPI[T1] = 0,0078) e foi 

mantida na avaliação subsequente (IND+CARD: p EXxEPI[T2] = 0,0006; p CCxEPI[T2] = 

0,0010/ CARD: p EXxEPI[T2] = 0,0156; p CCxEPI[T2] = 0,0156). Contudo, o grupo IND já 

demonstrava este elevado percentual de linfócitos T CD4+CD152+ mesmo antes do 

tratamento (p EXxEPI[T0] = 0,0060; p CCxEPI[T0] = 0,0014), mantendo esta diferença nas 

avaliações pós-tratamento etiológico (p EXxEPI[T1] = 0,0006; p CCxEPI[T1] < 0,0001; p 

EXxEPI[T2] = 0,0078; p CCxEPI[T2] = 0,0273) (Figura 16). 
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Figura 16 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD152+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 

  

Também avaliamos a expressão de CD28 e CD152 em linfócitos T CD8+. 

Observamos aumento na produção de linfócitos T CD8+CD28+ logo após o 

tratamento em todas as avaliações realizadas nos grupos IND+CARD (p T0xT1[EX] = 

0,0096; p T0xT1[CC] = 0,0020; p T0xT1[EPI] = 0,0048) e IND (p T0xT1[EX] = 0,0171; p T0xT1[CC] = 

0,0034; p T0xT1[EPI] = 0,0081). Porém, o grupo CARD só demonstrou este aumento de 

forma significativa na avaliação ex vivo (p T0xT2[EX] = 0,0313) (Figura 17). 

A elevada produção de células T CD8+CD28+ no contexto ex vivo em 

comparação com a avaliação após estimulo com antígeno (EPI) observada antes do 

tratamento (T0: p IND+CARD < 0,0001; p IND < 0,0001; p CARD = 0,0078), foi mantida após 
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a intervenção (T1: p IND+CARD < 0,0001; p IND < 0,0001; p CARD = 0.0078/ T2: p IND+CARD 

= 0,0006; p IND = 0,0078; p CARD =0,0156) (Figura 17). 

 

Figura 17 - Caracterização da produção de linfócitos T CD8+CD28+ em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média 
aritmética e o desvio padrão. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos 
avaliados (T0, T1 e T2) estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes 
entre ex vivo e EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a”. 

  

Quanto às células T CD8+CD152+, verificamos aumento tardio do percentual 

destes linfócitos apenas na CC dos grupos IND+CARD (p T1XT2[CC] = 0,0165) e IND (p 

T1XT2[CC] = 0,0391) (Figura 18).  

Destacamos que no grupo CARD a elevada produção de linfócitos T 

CD8+CD152+ após estímulo com antígeno de epimastigota em comparação com a 

avaliação ex vivo surgiu apenas após o tratamento etiológico (p EXxEPI[T1] = 0,0234/ p 

EXxEPI[T2] = 0,0469). Enquanto que, para os grupos IND+CARD e IND, esta elevação 
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não sofreu alterações após a intervenção (IND+CARD: p EXxEPI[T0] = 0,0049; p 

EXxEPI[T1] = 0,0022; p EXxEPI[T2] < 0,0001/ IND: p EXxEPI[T0] = 0,0215; p EXxEPI[T1] = 0,0215; p 

EXxEPI[T2] = 0,0018). O maior percentual de células T CD8+CD152+ estimuladas com 

EPI na comparação com CC foi mantido em todos os grupos avaliados após o 

tratamento (IND+CARD: p CCxEPI[T0] < 0,0001; p CCxEPI[T1] < 0,0001; p CCxEPI[T2] < 

0,0001/ IND: p CCxEPI[T0] = 0,0005; p CCxEPI[T1] = 0,0002; p CCxEPI[T2] = 0,0095/ CARD: p 

CCxEPI[T0] = 0,0078; p CCxEPI[T1] = 0,0078; p CCxEPI[T2] = 0,0156) (Figura 18). 

 

Figura 18 - Caracterização da produção de linfócitos T CD8+CD152+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 
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7.1.4 Expressão de CD80, CD86 e HLA-DR em monócitos CD14+ 

 

 No caso dos monócitos CD14+, avaliamos o percentual de células CD80+, 

CD86+ e HLA-DR+ antes e após o tratamento com o benzonidazol.  

Todos os grupos demonstraram queda na produção de monócitos 

CD14+CD80+ após o tratamento (IND+CARD: p T0xT1[EX] = 0,0298; p T0xT2[EX] = 

0,0057; p T0xT1[CC] = 0,0488; p T0xT2[CC] = 0,0039; p T0xT1[EPI] = 0,0049; p T0xT2[EPI] = 

0,0025/ IND: p T0xT2[EX] = 0,0391/ CARD: p T0xT2[EX] = 0,0469; p T0xT2[CC] = 0,0156; p 

T0xT1[EPI] = 0,0078; p T0xT2[EPI] = 0,0156).  

O elevada percentual celular na avaliação após estímulo com EPI versus ex 

vivo que já havia no momento T0 (p IND+CARD = 0,0001; p IND = 0,0017; p CARD = 

0,0078), não sofreu alteração após a intervenção (T1: p IND+CARD = 0,0001; p IND = 

0,0012; p CARD = 0,0078/ T2: p IND+CARD = 0,0001; p IND = 0,0021; p CARD = 0,0156) 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Caracterização da produção de monócitos CD14+CD80+ em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPI, em cada 
tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a”. 

 

 Não houve diferença no percentual de monócitos CD14+CD86+ entre as 

avaliações antes e após o tratamento etiológico. Contudo, observamos uma maior 

produção celular, do contexto ex vivo em relação à cultura estimulada com EPI, no 

grupo IND+CARD após a intervenção (p EXxEPI[T2] = 0,0319). Também surgiu, em 

todos os grupos avaliados, uma redução significativa de monócito CD14+CD86+ 

estimulados com o antígeno versus CC no momento T2 (p IND+CARD = 0,0041; p IND = 

0,0436; p CARD = 0,0313) (Figura 20). 
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Figura 20 - Caracterização da produção de monócitos CD14+CD86+ em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC versus EPI, em 
cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, respectivamente. 

 

 Quanto à produção de monócitos CD14+HLA-DR+, houve redução 

significativa nos grupos IND+CARD (p T0xT2[EPI] = 0,0245; p T1xT2[EPI] =0,0280)  e IND 

(p T1xT2[EX] = 0,0273; p T0xT1[CC] = 0,0479) após o tratamento.  

De forma tardia (T2), o grupo CARD também demonstrou redução no 

percentual destes monócitos após estímulo com o antígeno de T. cruzi em 

comparação com a avaliação ex vivo (p EXxEPI[T2] = 0,0313). Destacamos o fenômeno 

apresentado na avaliação CC versus EPI no grupo IND+CARD. O maior percentual 

de células CD14+HLA-DR+ estimuladas pelo antígeno (EPI) que existia antes da 

intervenção com o benzonidazol (p CCxEPI[T0] = 0,0376) foi mantida logo após o 

tratamento (p CCxEPI[T1] = 0,0150), mas desapareceu no momento T2. Para o grupo 
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CARD, nesta mesma avaliação (CC versus EPI), o maior percentual observado no 

momento T0 (p CCxEPI[T0] = 0,0391), também deixou de existir após o tratamento 

(Figura 21). 

 

Figura 21 - Caracterização da produção de monócitos CD14+HLA-DR+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 
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7.1.5 Células T regulatórias 

 

 As moléculas CD25 e FoxP3 são descritas na literatura como os principais 

marcadores que caracterizam os linfócitos T regulatórios. Desta forma, para 

avaliarmos este grupo celular, realizamos analise das populações de células T CD4+ 

quanto a expressão de CD25+, CD25high, FoxP3+, CD25+FoxP3+ e 

CD25highFoxP3+.  

Na avaliação quanto à produção da molécula CD25+, observamos aumento 

percentual nos grupos IND+CARD (p T0XT1[EX] = 0,0410; p T0XT2[EX] = 0,0033; p T1XT2[EX] 

= 0,0497; p T0XT1[CC] < 0,0001; p T0XT2[CC] < 0,0001; p T0XT1[EPI] = 0,0018; p T0XT2[EPI] < 

0,0001), IND (p T0XT1[EX] = 0,0266; p T0XT2[EX] = 0,0039; p T0XT1[CC] = 0,0005; p T0XT2[CC] = 

0,0078; p T0XT2[EPI] = 0,0039) e CARD (p T0XT1[CC] = 0,0078; p T0XT1[EPI] = 0,0156; p 

T0XT2[EPI] = 0,0313) (Figura 22). 

Na comparação ex vivo versus EPI, a diferença que já era observada antes 

do tratamento foi mantida nas avaliações após a intervenção nos grupos IND+CARD 

(p p T0 = 0,0022; p T1 = 0,0408; p T2 = 0,0369) e IND (p T0 = 0,0051; p T1 = 0,0020; p T2 

= 0,0078). Não houve diferença estatística na comparação CC versus EPI (Figura 

22). 
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Figura 22 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD25+ em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo e EPI, em cada 
tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a”. 

 

 Fenômeno semelhante ao demonstrado pela população de células T 

CD4+CD25+ foi verificada na análise do percentual de linfócitos T CD4+CD25high. 

Ocorreu aumento desta população celular em todos os grupos (IND+CARD: p 

T0XT2[EX] = 0,0041; p T1XT2[EX] = 0,0015; p T0XT1[CC] = 0,0004; p T0XT2[CC] < 0,0001; p 

T0XT1[EPI] = 0,0278; p T0XT2[EPI] = 0,0032/ IND: p T0XT2[EX] = 0,0195; p T1XT2[EX] = 0,0039; p 

T0XT1[CC] = 0,0150; p T0XT2[CC] = 0,0039/ CARD: p T0XT1[CC] = 0,0156; p T0XT2[CC] = 0,0156) 

(Figura 23). 

Foi verificada diferença estatística entre ex vivo e EPI apenas no momento T2 

para o grupo IND+CARD (p = 0,0133). A maior produção celular após cultivo na 
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presença do antígeno de epimastigota em comparação a CC para todos os grupos 

de indivíduos verificada antes do tratamento (T0: p IND+CARD = 0,0004; p IND = 0,0017; 

p CARD = 0,0391) foi mantida após a intervenção (T1: p IND+CARD = 0,0003; p IND = 

0,0003; p CARD = 0,0391/ T2: p IND+CARD = 0,0010; p IND = 0,0371; p CARD = 0,0156) 

(Figura 23). 

 

Figura 23 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD25high em portadores 
crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores 
crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com acometimento cardíaco. 
(T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 
meses após o término do tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses 
após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação 
antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado 
com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 

 

Contudo, na avaliação da expressão de FoxP3 em células T CD4+ foi 

verificada queda no percentual desses linfócitos em todos os grupos avaliados 

(IND+CARD: p T0XT1[EX] = 0,0005; p T0XT2[EX] = 0,0105; p T1XT2[EPI] = 0,0033/ IND: p 
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T0XT1[EX] = 0,0171; p T0XT2[EX] = 0,0078; p T0XT2[EPI] = 0,0078; p T1XT2[EPI] = 0,0039/ CARD: 

p T0XT1[EX] = 0,0078) (Figura 24). 

A produção de linfócitos T CD4+FoxP3+ foi maior na análise EPI em 

comparação com a ex vivo para os grupos IND+CARD e IND tanto antes (T0: p 

IND+CARD = 0,0018; p IND = 0,0011) quanto após o tratamento (T1: p IND+CARD < 0,0001; 

p IND = 0,0002/ T2: p IND+CARD = 0,0005; p IND = 0,0039). Contudo, este maior 

percentual só surgiu no grupo CARD após a intervenção com o benzonidazol (p T1 = 

0,0078; p T2 = 0,0156). Os maiores valores percentuais demonstrados pelo cultivo na 

presença do antígeno EPI em comparação com a CC no momento T0 perduraram 

após o tratamento (T0: p IND+CARD < 0,0001; p IND < 0,0001; p CARD = 0,0078/ T1: p 

IND+CARD < 0,0001; p IND = 0,0002; p CARD = 0,0078/ T2: p IND+CARD = 0,0005; p IND = 

0,0039; p CARD = 0,0156) (Figura 24). 
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Figura 24 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+FoxP3+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 

 

Esta redução no percentual celular após o tratamento também foi observada 

nos linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ em todos os grupos de indivíduos (IND+CARD: 

p T0xT1[EX] = 0,0136; p T0xT2[CC] = 0,0245; p T0XT2[EPI] = 0,0162; p TIXT2[EPI] = 0,0105/ IND: 

p T0xT2[EX] = 0,0391; p T0xT2[CC] = 0,078; p T1xT2[CC] = 0,078; p T0XT2[EPI] = 0,0117; p 

TIXT2[EPI] = 0,0078/ CARD: p T0xT1[EX] = 0,0391) (Figura 25). 

Comparando ex vivo e EPI, observamos maior produção celular após 

estímulo com o antígeno pelo grupo CARD após o tratamento (p T1 = 0,0078; p T2 = 

0,0156). Por sua vez, tal fenômeno foi verificado nos grupos IND+CARD e IND antes 

e após a intervenção com o benzonidazol (IND+CARD: p EXxEPI[T0] = 0,0031; p 
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EXxEPI[T1] < 0,0001; p EXxEPI[T2] = 0,0006/ IND: p EXxEPI[T0] = 0,0024; p EXxEPI[T1] = 0,0002; p 

EXxEPI[T2] = 0,0078). Na avaliação CC versus EPI ocorreu diferença estatística após o 

tratamento etiológico para o grupo CARD (p T1 = 0,0078; p T2 = 0,0156), enquanto 

que nos demais grupos esta diferença já estava presente no T0 (p IND+CARD = 0,0025; 

p IND = 0,0081) e foi mantida após o tratamento (T1: p IND+CARD < 0,0001; p IND = 

0,0002/ T2: p IND+CARD = 0,0005; p IND = 0,0039) (Figura 25). 

 

Figura 25 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 

 

 Na análise dos linfócitos T CD4+CD25highFoxP3+, a redução do percentual 

celular após o tratamento etiológico só não foi observada no grupo CARD 
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(IND+CARD: p T0xT1[EX] = 0,0079; p T0XT2[EX] = 0,0353; p T0xT1[CC] = 0,0239; p T0XT2[CC] = 

0,0090; p T0xT2[EPI] = 0,0280/ IND: p T0XT2[EX] = 0,0313; p T0XT2[CC] = 0,0195) (Figura 26). 

Na avaliação ex vivo versus EPI, houve um maior percentual das células 

estimuladas em todos os grupos logo após o tratamento (T1: p IND+CARD=0,0024; p 

IND=0,0322; p CARD=0,0313). Contudo, na análise CC versus EPI, a exposição ao 

antígeno originou maior produção celular, logo após a intervenção, apenas nos 

grupos IND+CARD (p T1=0,0008) e IND (p T1=0,0046) (Figura 26). 

 

Figura 26 - Caracterização da produção de linfócitos T CD4+CD25highFoxP3+ em 
portadores crônicos da doença de Chagas antes e após tratamento com 
benzonidazol.  

 
Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) 
Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; 
(T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento etiológico; (T2) 
Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) 
Análise realizada com sangue total; (CC) Análise realizada após cultivo celular de 
sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo 
celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. 
Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão 
indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo versus EPI e CC 
versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, 
respectivamente. 
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7.2 Avaliação da produção de citocinas intracitoplasmát icas por células 

imunes de portadores crônicos da doença de Chagas a ntes e após o 

tratamento com o benzonidazol no contexto ex vivo e após estímulo in 

vitro com antígeno de T. cruzi 

 

 Realizamos a avaliação do percentual de células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ 

quanto à produção de IFN-γ+ (Figura 27) e IL-10 (Figura 28) antes e após o 

tratamento etiológico. 

Ao avaliarmos o percentual de células CD4+IFN-γ+ antes e após o tratamento 

com benzonidazol, constatamos redução na sua produção entre os indivíduos dos 

grupos IND+CARD (p T0XT2[EPI] = 0,0105; p T1XT2[EPI] = 0,0245) e IND (p T0XT2[EX] = 

0,0391; p T1XT2[EX] = 0,0117; p T0XT2[EPI] = 0,0273). Na avaliação CC versus EPI do 

grupo IND+CARD, a elevada produção desta citocina por linfócitos T CD4+ após 

estímulo com o antígeno observada antes do tratamento (p T0 = 0,0018) foi mantida 

nas análises subsequentes (p T1 = 0,0007; p T2 = 0,0411). No grupo IND esta 

diferença só foi constatada após o tratamento (p CCxEPI[T1] = 0,0045).  Por sua vez, no 

grupo CARD a diferença que havia antes do tratamento (p CCxEPI[T0] = 0,0391) deixou 

de ser observada. 

 Houve redução na produção de linfócitos T CD8+IFN-γ+ após o tratamento 

com o benzonidazol em todos os grupos (IND+CARD: p T0XT1[EX] = 0,0030; p T0XT2[EX] 

= 0,0066; p T1XT2[EX] = 0,0056; p T0XT2[EPI] = 0,0066/ IND: p T0XT1[EX] = 0,0330; p T0XT1[CC] 

= 0,0266; p T0XT2[EPI] = 0,0195/ CARD: p T0XT2[EX] = 0,0469; p T1XT2[EX] = 0,0156; p 

T1XT2[EPI] = 0,0313). Logo após o término do tratamento (T1) o grupo IND demonstrou 

percentual significativamente superior de células T CD8+IFN-γ+ estimuladas com 

EPI em relação à avaliação ex vivo (p EXxEPI[T1] = 0,0046). Já na avaliação CC versus 

EPI, todos os grupos de indivíduos demonstraram percentual celular superior antes 

(T0: p IND+CARD = 0,0002; p IND = 0,0011; p CARD = 0,0156) e logo após o tratamento 

(T1: p IND+CARD = 0,0006; p IND = 0,0068; p CARD = 0,0156). Porém, esta diferença só foi 

mantida no momento T2 nos grupos IND+CARD (p CCxEPI = 0,0214). 

Quanto à produção da citocina IFN-γ por linfócitos B CD19+, também ocorreu 

redução no percentual celular em todos os grupos (IND+CARD: p T0XT1[EX] = 0,0036; 

p T0XT2[EX] = 0,0105; p T0XT1[EPI] = 0,0016; p T0XT2[EPI] = 0,0245/ IND: p T0XT1[EPI] = 0,0253; 

p T0XT2[EPI] = 0,0273/ CARD: p T0XT1[EX] = 0,0156; p T0XT2[EX] = 0,0313; p T0XT1[EPI] = 
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0,0156). O grupo IND+CARD demonstrou maior percentual celular na cultura com 

EPI em relação a CC antes (p EPIxCC[T0] = 0,0499) e logo após a intervenção com o 

benzonidazol (p EPIxCC[T1] = 0,0317). Porém, essa diferença não foi observada no 

momento T2. No grupo IND, nesta mesma avaliação, a produção de células B 

CD19+IFN-γ+ estimuladas com o antígeno deixou de apresentar o percentual 

significativamente maior que foi verificado no momento T0 (p EPIxCC[T0] = 0,0466).  
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Figura 27 - Caracterização da produção de IFN-γ em células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ em portadores crônicos da doença de Chagas antes 
e após tratamento com benzonidazol.  

Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do 
tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue 
total estimulado com antígeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Valores 
estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo 
versus EPI e CC versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, respectivamente. 
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 As células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ também foram avaliadas, antes a 

após o uso do benzonidazol, quanto à produção intracitoplasmática de IL-10 (Figura 

28). 

 Não houve diferença estatística na produção de linfócitos T CD4+IL-10+ após 

o tratamento etiológico. Ao compararmos ex vivo versus EPI, a diferença observada 

antes do tratamento nos grupos IND+CARD (p EXxEPI[T0] = 0,0003) e IND (p EXxEPI[T0] = 

0,0054), se manteve nas avaliações realizadas após a intervenção (IND+CARD: p 

EXxEPI[T1] = 0,0002; p EXxEPI[T2] = 0,0015/ IND: p EXxEPI[T1] = 0,0005; p EXxEPI{T2] = 0,0022). 

Já no grupo CARD, a diferença demonstrada antes (p EXxEPI[T0] = 0,0391) e logo após 

a intervenção (p EXxEPI[T1] = 0,0391) não foi mantida no momento T2. Quanto à 

avaliação CC versus EPI, os valores após exposição ao antígeno se mantiveram 

maiores pós-tratamento no grupo IND+CARD (p CCxEPI[T0] = 0,0046; p CCxEPI[T1] = 

0,0011; p CCxEPI[T2] = 0,0261). Contudo, estes percentuais mais elevados não se 

mantiveram na avaliação mais tardia do grupo IND (p CCxEPI[T0] = 0,0336; p CCxEPI[T1] = 

0,0017). 

 Houve redução significativa na produção de células T CD8+IL-10+ apenas no 

grupo IND+CARD (p T0XT1[EX] = 0,0123; p T0XT2[EX] = 0,0437). Já na avaliação CC 

versus EPI, os elevados percentuais observados antes do tratamento com o 

benzonidazol (T0: p IND+CARD = 0,0022; p IND = 0,0265; p CARD = 0,0156) também foram 

observados após a medicação (T1: p IND+CARD = 0,0002; p IND = 0,0025; p CARD = 

0,0234/ T2: p IND+CARD[T2] = 0,0071; p IND[T2] = 0,0283). 

 Destacamos o impacto do benzonidazol na produção intracitoplasmática de 

IL-10 pelos linfócitos B CD19+. Nos grupos IND+CARD e CARD ocorreu redução 

significativa do percentual celular logo após o tratamento no contexto ex vivo (p 

T0xT1[IND+CARD] = 0,0458; p T0xT1[CARD] = 0.0078). Porém, todos os grupos demonstraram 

crescimento no percentual celular nas comparações com o T2 (IND+CARD: p 

T0xT2[CC] = 0,0009; p T1xT2[CC] = 0,0368; p T1xT2[EPI] = 0,0464/ IND: p T0xT2[CC] = 0,0091/ 

CARD: p T1xT2[EX] = 0,0156). A baixa produção de células B CD19+IL-10+ estimuladas 

por EPI em relação à avaliação ex vivo antes e logo após a intervenção nos grupos 

IND+CARD (p T0 = 0,0002; p T1 = 0,0165) e IND (p T0 = 0,0190; p T1 = 0,0024), não foi 

observada no momento T2. Contudo, para o grupo CARD, a diferença que havia no 

T0 (p T0[EXxEPI] = 0,0078) desapareceu logo após o tratamento. IND+CARD e IND 

demonstraram maior percentual celular após estímulo antigênico em todas as 

avaliações CC versus EPI (IND+CARD: p T0 < 0,0001; p T1 < 0,0001; p T2 = 0,0029; 
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IND: p T0 = 0,0011; p T1 = 0,0096; p T2 = 0,0078). Para o CARD, entretanto, esta 

diferença só ocorreu em T0 (p CCxEPI = 0,0078)  e T1 (p CCxEPI = 0,0078). 



81 
B

R
A

Z
, S

.C
.M

 – R
E

S
U

LT
A

D
O

S
 

  

Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do 
tratamento etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (ex vivo) Análise realizada com sangue total; 
(CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue 
total estimulado com antígeno de epimastigota. Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Valores 
estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e T2) estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre ex vivo 
versus EPI e CC versus EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a” e “b”, respectivamente. 

    

 
 

Figura 28 - Caracterização da produção de IL-10 em células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ em portadores crônicos da doença de Chagas antes e 
após tratamento com benzonidazol.  
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7.3 Avaliação da produção de citocinas em sobrenadante de cultura de 

sangue total de portadores crônicos da doença de Ch agas antes e após 

tratamento com o benzonidazol após estímulo in vitro com antígeno de T. 

cruzi 

 

 Realizamos a detecção de citocinas relacionadas a resposta imune 

inflamatória (IFN-γ, TNF-α e IL-2) (Figura 29) e regulatória (IL-4, IL-6 e IL-10) (Figura 

30), antes e após a intervenção com o benzonidazol, no sobrenadante das culturas 

sem estímulo (cultura controle-CC) e na presença de estímulo com antígeno solúvel 

de epimastigota (EPI). 

 Os grupos IND+CARD e IND apresentaram aumento na produção de IFN-γ na 

CC (IND+CARD: p T0xT2 = 0,0428; p T1xT2 = 0,0031/ IND: p T1xT2 = 0,0195), não 

havendo mudança após o cultivo com EPI na comparação antes e após tratamento. 

Também não houveram alterações quanto à elevada produção de IFN-γ após 

estímulo antigênico em relação a CC (IND+CARD: p T0 < 0,0001; p T1 < 0,0001; p T2 < 

0,0001/ IND: p T0 = 0,0002; p T1 = 0,0002; p T2 = 0,0078/ CARD: p T0 = 0,0078; p T1 = 

0,0078; p T2 = 0,0156).    

 Não verificamos diferença na comparação do antes com o após intervenção 

com o benzonidazol na quantidade de TNF-α no sobrenadante das culturas. A 

elevada produção desta molécula na presença de EPI verificada no momento T0 (p 

IND+CARD < 0,0001; p IND = 0,0024; p CARD = 0,0391) foi mantida nos momentos 

subsequentes ao tratamento (T1: p IND+CARD = 0,0004; p IND = 0,0081; p CARD = 0,0078/ 

T2: p IND+CARD = 0,0003;  p IND = 0,0056; p CARD = 0,0313). 

 Na quantificação de IL-2, houve redução na análise das culturas sem estímulo 

em todos os grupos (IND+CARD: p T0xT1[CC] = 0,0002; p T0xT2[CC] = 0,0214/ IND: p 

T0xT1[CC] = 0,0010; p T0xT2[CC] = 0,0391/ CARD: p T0xT1[CC] = 0,0156). Contudo, após o 

estímulo com antígeno de T. cruzi, apenas os grupos IND+CARD (p T0xT2[EPI] = 

0,0140) e IND (p T0xT2[EPI] = 0,0117) apresentaram redução pós-tratamento. A 

produção desta citocina foi superior nas culturas EPI, na comparação com CC, em 

todos os momentos avaliados (T0: p IND+CARD < 0,0001; p IND = 0,0005; p CARD = 

0,0078/ T1: p IND+CARD < 0,0001; p IND = 0,0002; p CARD = 0,0078/ T2: p IND+CARD = 

0,0002; p IND = 0,0413; p CARD = 0,0156).
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Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento 
etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem 
estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e 
T2) estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre CC e EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a”. 

 

    

 

Figura 29 - Quantificação de IFN-γ, TNF-α e IL-2 no sobrenadante de cultura de células obtidas de portadores crônicos da doença de Chagas antes e 
após tratamento com benzonidazol.  
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 Nas culturas estimuladas com EPI foi possível verificar redução na produção 

de IL-4 após o tratamento com o benzonidazol nos grupo IND+CARD (p T0xT1 = 

0,0072) e IND (p T0xT1 =0,0068; p T0xT2 = 0,0234). Contudo, destacamos que na 

avaliação das culturas sem estímulo, mesmo com uma redução logo após o 

tratamento (IND+CARD: p T0xT1 = 0,0030/ CARD: p T0xT1 = 0,0156), houve aumento 

na produção de IL-4 na avaliação T2 em todos os grupos (IND+CARD: p T1xT2 = 

0,0005/ IND: p T1xT2 = 0,0391/ CARD: p T1xT2 = 0,0223). Elevada produção desta 

citocina, após o cultivo com o antígeno em comparação a CC, foi observada em 

todos os momentos avaliados nos grupos IND+CARD (p T0 = 0,0003; p T1 = 0,0002; p 

T2 = 0,0043) e CARD (p T0 = 0,0156; p T1 = 0,0156; p T2 = 0,0156). Porém, esta 

diferença só pode ser verificada em T0 (p = 0,0034) e T1 (p = 0,0064) no grupo IND. 

 Na quantificação da IL-6, apenas no grupo IND+CARD houve aumento 

significativo com o tratamento (p T0xT2[CC] = 0,0362). Não houve modificação quanto à 

elevada produção desta citocina após estímulo antigênico em relação a CC 

(IND+CARD: p T0 < 0,0001; p T1 < 0,0001; p T2 < 0,0001/ IND: p T0 = 0,0005; p T1 = 

0,0048; p T2 = 0,0035/ CARD: p T0 = 0,0078; p T1 = 0,0078; p T2 = 0,0156). 

 Após o tratamento houve aumento significativo na produção de IL-10 no 

sobrenadante obtido das culturas estimuladas com o antígeno de epimastigota nos 

grupos IND+CARD (p T0xT2 = 0,0214; p T1xT2 = 0,0162) e CARD (p T1xT2 = 0,0313). 

Também não houve mudanças quanto à elevada produção desta citocina após 

estímulo antigênico em relação a CC (IND+CARD: p T0 < 0,0001; p T1 < 0,0001; p T2 < 

0,0001/ IND: p T0 = 0,0005; p T1 = 0,0058; p T2 = 0,0288/ CARD: p T0 = 0,0078; p T1 = 

0,0078; p T2 = 0,0156). 
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Fonte: A autora. 
Legenda: (IND+CARD) Portadores crônicos da doença de Chagas; (IND) Portadores crônicos assintomáticos; (CARD) Portadores crônicos com 
acometimento cardíaco. (T0) Amostras coletadas antes do tratamento etiológico; (T1) Amostras coletadas 2-3 meses após o término do tratamento 
etiológico; (T2) Amostras coletas 5-6 meses após o término do tratamento etiológico; (CC) Análise realizada após cultivo celular de sangue total sem 
estimulação antigênica; (EPI) Análise realizada após cultivo celular de sangue total estimulado com antígeno de epimastigota. 
Nota: As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Valores estatisticamente diferentes entre os tempos avaliados (T0, T1 e 
T2) estão indicados por *. Valores estatisticamente diferentes entre CC e EPI, em cada tempo avaliado, estão indicados pelas letras “a”. 

 

     

 

  

 

Figura 30 - Quantificação de IL-4, IL-6 e IL-10 no sobrenadante de cultura de células obtidas de portadores crônicos da doença de Chagas antes e após 
tratamento com benzonidazol.  
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8 DISCUSSÃO 
 

8.1 Caracterização fenotípica de células da resposta im une de portadores 

crônicos da doença de Chagas no contexto ex vivo e após estímulo in 

vitro com antígeno de T. cruzi, antes e após o tratamento com o 

benzonidazol  

 

Quanto a caracterização fenotípica das células, os marcadores avaliados 

permitiram a observação de diferentes aspectos relacionados as populações de 

linfócitos B, Natural killer, T CD4+, T CD8+, monócitos e Treg, antes e após a 

intervenção com o benzonidazol na fase crônica da doença de Chagas. 

 

8.1.1 Células B 

  

Além de serem cruciais na resposta imune humoral, os linfócitos B também 

estão envolvidos nos mecanismos relacionados à resposta imune celular, através da 

apresentação de antígenos e da produção de citocinas (BERMEJO et al., 2010; 

CONSTANT et al., 1995; FARES et al., 2013; HARRIS, et al., 2000; LUND, 2008; 

TAYLOR; JENKINS; PAPE, 2012; WATANABE et al., 2007).  

Para verificar o comportamento dos linfócitos B após o tratamento etiológico 

optamos por avaliar as moléculas CD5 e CD19 na superfície celular. A molécula 

CD19 eleva gradualmente sua expressão no decorrer do desenvolvimento desta 

linhagem celular, sendo restrita aos linfócitos B (FUJIMOTO; SATO, 2007). Por sua 

vez, a avaliação quanto à expressão de CD5 permite a distinção dos linfócitos B 

convencionais (CD5-CD19+) daqueles ditos B1 (CD5+CD19+) (MAURI; BOSMA, 

2012). As células B convencionais, também conhecidas como B2, são responsáveis 

pela produção de anticorpos de elevada afinidade e de células de memória que 

oferecem proteção duradoura contra a invasão de patógenos. Já as células B1 

produzem anticorpos naturais, principalmente IgM, que por sua vez reduzem a carga 

antigênica e removem células apoptóticas, atuando com anticorpos de baixa 

afinidade que proporcionam proteção imediata, porém de curto prazo 

(BAUMGARTH; TUNG; HERZENBERG, 2005; LUNDY, 2009; MAURI; BOSMA, 

2012).  
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Mesmo não constatando alterações significativas na produção de linfócitos B 

CD5-CD19+ em nenhum dos grupos de indivíduos portadores crônicos avaliados em 

nosso estudo, o aumento na população de linfócitos B1 (CD5+CD19+) logo após o 

tratamento em todos os grupos demonstra o impacto da intervenção na resposta 

imune humoral.  

Sathler-Avelar et al. (2008) ao avaliarem crianças classificadas como 

recentemente com a forma crônica indeterminada da doença de Chagas, 

observaram maior produção de linfócitos B1 CD5+CD19+ entre os portadores que 

receberam o benzonidazol em relação aqueles que não foram submetidos ao 

tratamento etiológico (SATHLER-AVELAR et al., 2008).  

Em trabalho anterior, estes mesmos autores tinham verificado que indivíduos 

recentemente na fase crônica da doença de Chagas já produziam maior percentual 

de linfócitos B1 que aqueles na fase aguda (SATHLER-AVELAR et al., 2003). 

Também foi constatada maior produção de linfócitos B CD5-CD19+IL-10+ e 

CD5+CD19+IL-10- nas formas clínicas indeterminada e cardíaca em comparação 

com grupo de indivíduos controle, sugerindo que estas células estariam envolvidas 

com a resposta imune geral contra o T. cruzi (FARES et al., 2013). Contudo, 

Fernández et al. (2014), ao avaliarem diferentes marcadores em células B CD19+ 

(CD27, IgG, IgM) do sangue periférico de indivíduos crônicos assintomáticos da 

doença de Chagas, concluíram que a reduzida população celular em comparação ao 

grupo de indivíduos controle indicaria uma resposta anticórpica deficiente, o que 

permitiria a persistência do parasita no organismo do hospedeiro (FERNÁNDEZ et 

al., 2014). 

Estudo experimental demonstrou que a ausência de células B acarreta 

aumento do parasitismo, com redução da inflamação e da produção de células T de 

memória na infecção pelo T. cruzi, indicando que os linfócitos B são cruciais para o 

controle da multiplicação parasitária e da resposta imune (CARDILLO et al., 2007). 

Diante do que foi exposto, acreditamos que o aumento da população de 

linfócitos B na etapa inicial do tratamento na fase crônica da doença de Chagas 

surja em resposta aos elevados níveis de antígenos livres no organismo do 

hospedeiro, ocorrendo subsequentemente uma redução celular em decorrência da 

eliminação dos antígenos de T. cruzi circulantes. Desta forma, a elevação que 

constatamos em nosso estudo, e que também foi verificada por Sathler-Avelar et al. 

(2008), nada mais seria que uma resposta ao aumento de antígenos circulantes em 
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decorrência da ação tripanocida do benzonidazol. Contudo, apenas o 

acompanhamento do percentual destas células circulantes no organismo dos 

pacientes crônicos tratados por um maior espaço de tempo em associação com a 

mensuração da carga parasitária é que permitirá concluirmos se este aumento é um 

fenômeno passageiro ou se ocorreu uma modulação duradoura na população de 

linfócitos B1 CD5+CD19+.  

 

8.1.2 Células Natural Killer 

 

 As células NK são caracterizadas fenotipicamente pela ausência de CD3 e 

presença de CD16. Por sua vez, elas podem ser subdivididas de acordo com a 

expressão da molécula CD56 em sua superfície, sendo as células CD3-

CD16+CD56+ menos madura que as CD3-CD16+CD56dim/- (CALIGIURI et al., 

2008; CHAN et al., 2007; LANIER et al., 1986; LEIBSON, 1997; ROBERTSON; 

RITZ, 1990). Células NK CD3- com elevada expressão de CD56 produzem altos 

níveis de citocinas e quimiocinas em poucos minutos de ativação, mas são pouco 

efetivas na eliminação de células tumorais, enquanto que as células NK CD56dim/-, 

mesmo apresentando baixa produção de citocinas em resposta a ativação, causam 

lise em células tumorais susceptíveis (COOPER et al., 2001; WALZER et al., 2007). 

Tais relatos demonstram que distintas vias de atuação são atribuídas aos diferentes 

fenótipos de células NK. 

 Na doença de Chagas, este grupo celular vem sendo indicado como crucial 

no controle da infecção pelo T. cruzi devido a seu caráter citotóxico. Sathler-Avelar 

et al. (2003) ao avaliarem crianças na fase aguda constataram uma maior ativação 

da imunidade inata no estágio tardio desta fase da doença devido a elevada 

produção de células CD16+CD56- (SATHLER-AVELAR et al., 2003). Em modelos 

experimentais as células NK foram associadas ao controle da infecção parasitária na 

fase aguda devido a produção e IFN-γ (CARDILLO et al., 1996) e a modulação da 

secreção de imunoglobulinas por células B (DE ARRUDA HINDS et al., 2001).  

Ao comparar as diferentes formas clínicas da fase crônica da doença 

(indeterminada, cardíaca e digestiva), Vitelli-Avelar et al. (2005) demonstraram que 

os indivíduos sem acometimento clínico apresentavam elevada produção de células 

NK CD3-CD16+CD56+ e CD3-CD16+CD56dim (VITELLI-AVELAR et al., 2005). 

Crianças classificadas como estando recentemente com a forma crônica 
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indeterminada da doença de Chagas demonstraram elevado percentual de células 

NK CD3-CD16+CD56- em relação ao grupo controle (VITELLI-AVELAR et al., 2006). 

De acordo com os autores, esta elevação da população de células NK estaria 

diretamente relacionada com a permanência na forma indeterminada da doença, 

uma vez que ao controlar a parasitemia por este grupo celular atuaria indiretamente 

controlando a resposta imune deletéria aos tecidos do hospedeiro (VITELLI-AVELAR 

et al., 2005).  

Em trabalho com indivíduos com a forma indeterminada da doença de 

Chagas tratados com o benzonidazol, Sathler-Avelar et al. (2008), mesmo não 

verificando diferença quanto à população de células NK CD3-CD16+CD56+, 

constataram elevada produção de células NK CD3-CD16+CD56- em relação a 

população de não-tratados. Os autores sugeriram que o tratamento etiológico, ao 

causar a expansão destas células, atuaria na ativação de macrófagos relacionados 

com o controle parasitário (SATHLER-AVELAR et al., 2008). 

Diante do exposto, a redução da população de células NK CD3-CD16+CD56- 

(maduras) estimuladas com antígenos de epimastigota nos grupos IND+CARD e 

IND que observamos pós-benzonidazol indicaria que o tratamento, ao reduzir a 

população de células NK maduras estaria permitindo uma maior replicação do T. 

cruzi no organismo do hospedeiro.  

Vários estudos tem demonstrado que células NK CD56dim/- (maduras) são 

derivadas diretamente das CD56+ (CHAN et al., 2007; LANIER et al., 1986; 

OUYANG et al., 2007; ROMAGNANI et al., 2007; TAKAHASHI et al., 2007). Como o 

tratamento não interferiu na população de células NK CD3-CD16+CD56+ (naive) 

nestes grupos de pacientes, é possível que o benzonidazol tenha interferido na 

maturação destas células, atuando nos mecanismos que envolvem a supressão na 

expressão do CD56 na membrana das células NK oriundas dos pacientes com a 

forma indeterminada. 

 Já ao avaliarmos os pacientes com acometimento cardíaco constatamos que 

houve aumento significativo na produção de ambos os subtipos de células NK (CD3-

CD16+CD56+/-) após o tratamento com o benzonidazol, demonstrando que a 

intervenção pode ter trazido algum benefício a estes indivíduos ao ativar células 

importantes para a eliminação do T. cruzi. Tal hipótese é ressaltada pelo fato de que 

esta elevação significativa no grupo CARD não foi mantida no momento T2. A 

regulação da resposta citotóxica mediada pelas células NK é de suma importância, 
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uma vez que sua ativação de forma descontrolada pode conduzir aos danos 

teciduais característicos dos quadros clínicos sintomáticos da fase crônica (D’AVILA 

REIS et al., 2001; REIS et al., 1993). Isto nos leva a crer que o benzonidazol causou 

inicialmente uma resposta citotóxica nos pacientes com a doença de Chagas em sua 

forma cardíaca, possibilitando uma acentuada eliminação do parasita, com 

subsequente controle desta resposta citotóxica. Desta forma, acreditamos que o 

tratamento etiológico atuou na tentativa de mediar uma redução da população 

parasitária de forma que não houvesse dano ao hospedeiro portador da forma 

cardíaca.  

 

8.1.3 Expressão de CD28 e CD152 em células T CD4+ e CD8+ 

 

 A ativação de linfócitos T requer o reconhecimento de peptídeos antigênicos 

por receptores localizados nestas células (TCRs) em associação com co-sinalização, 

sendo os mecanismos moleculares derivados destes sinais desencadeadores da 

proliferação e aquisição de função efetora (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 

2001). A molécula CD28, constitutivamente expressa em níveis relativamente 

constantes na superfície de células T CD4+ e CD8+ (CHAMBERS; ALLISON, 1999; 

WANG; CHEN, 2004), é reconhecida como a principal molécula de co-estimulação 

para a ativação de células T naive. Sua ligação com as moléculas CD80 (B7-1) e 

CD86 (B7.2) situadas na células apresentadoras de antígenos (APCs) resulta em 

ativação, produção de citocinas, proliferação e diferenciação das células T 

(ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 

2002). 

 Contudo, a ativação celular acarretada pelo estímulo através do TCR e da 

CD28 também conduz a um aumento da expressão da molécula CD152 (CTLA-4) na 

superfície dos linfócitos T (BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002). Esta molécula é 

detectada apenas na superfície celular após a ativação, demonstrando maior 

afinidade pelos ligantes CD80/86 que a CD28. Como resultado da ligação entre 

CD152-B7 ocorre às suspensões do ciclo celular e da ativação de células T, com a 

molécula CD152 tendo atividade antagônica a molécula CD28. Desta forma, a co-

estimulação celular acarretada pelo CD28 também desencadeia mecanismos 

reguladores, impedindo o desenvolvimento de uma ativação celular descontrolada 

(ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001). 
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 O tratamento com o benzonidazol, apesar de não causar impacto relevante na 

expressão de CD28 nos linfócitos T CD4+, aumentou a população de células 

CD4+CD152+ estimuladas com EPI no grupo IND+CARD. O grupo CARD também 

demonstrando elevação destes linfócitos após estímulo com antígeno nas 

comparações com ex vivo e CC (T1 e T2). Estudo experimental em cobaias na fase 

aguda constatou que o bloqueio da CD152 in vivo conduz a um aumento da 

resistência à infecção pelo T. cruzi (MARTINS et al., 2004), o que permite 

acreditarmos que o aumento na população de células T CD152+ verificado após o 

tratamento tenha acarretado prejuízo ao indivíduos com acometimento cardíaco por 

limitar a resposta contra o parasita. 

 No grupo IND+CARD, o fato de ter ocorrido redução tardia da população de 

células T CD4+CD152+ no contexto ex vivo (T0 versus T2) em detrimento do 

aumento percentual após cultivo com antígeno de epimastigota (T0 versus T1), 

demonstra também que o benzonidazol atua de forma diferente sobre a resposta 

imune basal e a de memória. Enquanto que na primeira ocorreu uma redução tardia, 

a população estimulada pelo antígeno de T. cruzi sofreu elevação percentual com 

valores significativamente superiores aos apresentados no contexto ex vivo logo 

após a intervenção (T1 e T2). Isto demonstra que possivelmente o benzonidazol 

permite o retorno da capacidade de ativação celular na resposta imune basal, 

mesmo mantendo a resposta imune de memória regulada pela CD152.  

É importante ressaltar também que a molécula CD152 já foi identificada como 

marcador de células T regulatórias CD4+CD25+FoxP3+ (Treg), com sua expressão 

nas Treg sendo essencial na sustentação da auto-tolerância e da homeostase 

imunológica (SAKAGUCHI et al., 2005, 2009, 2010). Como houve redução na 

população de linfócitos T CD25+/high FoxP3+ após o tratamento etiológico em todos 

os grupos de indivíduos avaliados em nosso estudo, apenas uma avaliação das 

células T CD4+CD152+FoxP3- permitiria mensurarmos a real interferência da 

população de linfócitos Treg na redução do percentual celular dentro da população 

de linfócitos T CD4+CD152+. 

Quanto aos linfócitos T CD8+, o benzonidazol ocasionou aumento significativo 

da população de células T CD8+CD28+ logo após o tratamento (T1) nos grupos 

IND+CARD e IND. Entretanto, além desta elevação não se manter na avaliação T2, 

houve uma aumento tardio na população de linfócitos T CD8+CD152+ (T1 versus 

T2) após 24 horas de cultivo celular nestes mesmos grupos. Desta forma, 
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acreditamos que ocorreu uma ativação celular que subsequentemente foi controlada 

pelo aumento da população de células CD152+, com a resposta citotóxica modulada 

causada pelo benzonidazol podendo ser benéfica ao permitir o controle parasitário 

sem lesionar os tecidos.  

Destacamos, entretanto, que o aumento tardio (T0 versus T2) na população 

de células T CD8+CD28 os indivíduos CARD, na ausência de alteração significativa 

na expressão de CD152 nestes linfócitos possivelmente aponta para uma resposta 

efetora desregulada contra do T. cruzi. Tal fenômeno indica que o tratamento 

etiológico possivelmente acarretou nos pacientes cardíacos um desequilíbrio nos 

mecanismos efetores que estão relacionados às moléculas co-sinalizadoras 

expressas pelos linfócitos T. 

De forma resumida, levando em consideração a expressão de CD28 e de 

CD152 na superfície dos linfócitos T, constatamos que ocorreu uma modulação da 

ativação de linfócitos T CD4+ apenas no grupo CARD, com ausência de impacto 

relevante destes marcadores no grupo IND. Acerca da população de células T 

CD8+, enquanto os indivíduos assintomáticos conseguiram desenvolver uma 

resposta modulada após o tratamento com o benzonidazol, no grupo CARD ocorreu 

uma ativação desrregulada destes linfócitos. 

 

8.1.4 Expressão de CD80, CD86 e HLA-DR em monócitos CD14+ 

 

 Quanto à presença dos ligantes B7 na membrana das APCs, a CD86 é 

expressa constitutivamente em baixos níveis, mas com aumento rápido de sua 

expressão pós-regulação positiva. Por sua vez, a CD80 é expressa mais 

tardiamente na membrana celular (WANG; CHEN, 2004). Como mencionado no 

tópico anterior, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) interagem com CD28 e CD152, atuando 

no mecanismo co-estimulação/co-inibição mediado por estas moléculas (ALEGRE; 

FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002). A inibição 

pela CD152 é dominante quando a APC, ao apresentar o antígeno, expressa baixos 

níveis dos receptores B7, enquanto que os sinais da CD28 são dominantes quando 

o antígeno é apresentado na presença de níveis elevados dos ligantes B7 

(CHAMBERS; ALLISON, 1999; COLLINS; LING; CARRENO, 2005). 

 Contudo, existem evidências de que essas moléculas regulam de forma 

diferente a resposta imune. Enquanto que a CD86 liga-se preferencialmente ao 
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CD28, desempenhando papel importante no início da resposta imune, a maior 

afinidade entre CD80 e CD152 garante o feedback negativo da ativação celular 

(BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2002; COLLINS et al., 2002; EVANS et al., 2005; 

ISSAZADEH et al., 1998; JUDGE et al., 1999; MILLER et al., 1995; PENTCHEVA-

HOANG et al., 2004; SCHWEITZER; SHARPE, 1998). 

 Diante do fato de que todos os grupos avaliados em nosso estudo não 

demonstraram variações contundentes nos níveis de monócitos CD14+CD86+ em 

associação com a elevação na população de linfócitos T CD8+CD28+, é possível 

que tenha ocorrido uma potencialização da resposta citotóxica pós-benzonidazol em 

todos os grupos. Principalmente quando levamos em consideração a redução no 

percentual de monócitos CD14+CD80+, mesmo na presença de elevada produção 

de células T CD152+. Contudo, apenas a manutenção desse perfil citotóxico por 

longo período de tempo é que de fato trará algum malefício, uma vez que a ativação 

celular sem um acentuado feedback negativo é essencial na eliminação do T. cruzi. 

Ainda investigando a interferência do tratamento etiológico na resposta imune 

de indivíduos portadores da doença de Chagas crônica, avaliamos a população de 

monócitos CD14+HLA-DR+. Como antígeno glicoproteico MHC classe II, a HLA-DR 

é responsável por apresentar os peptídeos antigênicos ao receptor nos linfócitos T 

CD4+ (LA FLAMME et al., 1997). Já havia sido constatado que indivíduos portadores 

crônicos assintomáticos apresentavam baixo percentual de monócitos CD14+HLA-

DR+ em relação aos indivíduos não infectados, o que não foi observado entre 

aqueles com acometimento cardíaco (SOUZA et al., 2004).  

A redução da população de monócitos CD14+HLA-DR+ observada nos 

grupos IND+CARD e IND ratifica nossos achados acerca das demais moléculas co-

sinalizadoras (CD28/152, CD80/86), indicando que o benzonidazol causou inibição 

da ativação dos linfócitos T CD4+ nos indivíduos tratados. Contudo, Sathler-Avelar 

et al. (2008) observaram que crianças com a forma indeterminada tratadas com o 

benzonidazol apresentavam maior percentual de monócitos CD14+HLA-DRhigh que 

aqueles não tratados (SATHLER-AVELAR et al., 2008).  

Quanto ao grupo constituído de indivíduos tratados que já apresentavam 

algum acometimento no coração (CARD), mesmo não demonstrando redução na 

população de monócitos CD14+HLA-DR+, a baixa produção celular após estímulo 

com antígeno de epimastigota em relação às células no contexto ex vivo (T2) pode 
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indicar o estabelecimento deste padrão de inibição dos mecanismos de sinalização 

entre monócitos e células T, só que de forma mais tardia. 

Resumindo os dados acerca das moléculas CD28/CD152 expressas em 

linfócitos T bem como das moléculas CD80/CD86 e HLA-DR avaliadas nos 

monócitos CD14+, acreditamos que o benzonidazol causou uma inibição da ativação 

dos linfócitos T CD4+ em ambos os grupos de pacientes avaliados, com uma 

concomitante ativação da resposta citotóxica mediada pelos linfócitos T CD8+. 

 

8.1.5 Células T regulatórias 

 

 Os linfócitos T CD4+ que demonstram constitutivamente o marcador de 

superfície CD25 vêm sendo apontados como cruciais na regulação da resposta 

imunológica em diferentes patologias, como na infecção por HIV (ANDERSSON et 

al., 2005; KINTER et al., 2004; WEISS et al., 2004) e por Helycobater pylori 

(LUNDGREN et al., 2003) e na diabetes do tipo 1 (GREEN et al., 2003), sendo 

denominados de células T regulatórias (Treg). Contudo, desde o relato feito por 

Sakaguchi et al. (1995) acerca da função imunoregulatória das células T 

CD4+CD25+, muito foi desvendado sobre seus mecanismos de atuação, além de 

novos marcadores celulares. 

 Mesmo a CD25 sendo expressa em abundância na superfície das células 

Treg em cobaias e humanos, foi proposto que apenas linfócitos T CD4+CD25high 

apresentavam papel regulatório no sistema imune humano, uma vez que esta 

molécula também esta presente na superfície das células T convencionais (ALLAN 

et al., 2007; BAECHER-ALLAN et al., 2001; SAKAGUCHI, 2004; SAKAGUCHI et al., 

2013).  

Tais relatos nortearam os primeiros estudos sobre estas células na doença de 

Chagas crônica. A elevada produção de células T CD4+CD25high na forma 

indeterminada em relação aos pacientes com as formas clínicas crônicas 

sintomáticas da doença (cardíaca e digestiva) (ARAÚJO et al., 2007; VITELLI-

AVELAR et al., 2005, 2006) propôs um papel central no equilíbrio da resposta imune 

e na prevenção da injúria nos tecidos parasitados. 

 Contudo, a identificação da expressão constitutiva do fator de transcrição 

forkhead Box P3 (FoxP3), crucial para o estabelecimento da atividade supressora 

nos linfócitos Treg, em associação com outros marcadores como CD45RA, 
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CD45RO, CTLA-4 (CD152), CD103 e GITR, demonstrou que a avaliação apenas 

das células T CD4+CD25high não permitiria uma visualização concisa da população 

de células Treg (SAKAGUCHI et al., 2010). Segundo Miyara et al. (2009), devido a 

heterogeneidade fenotípica das células Treg, a observação apenas das célula com 

elevada expressão de CD25 exclui aquelas CD25midFoxP3low 

(CD45RAhighCD45RO-), designadas de Treg naive (MIYARA et al., 2009). 

 Desta forma, em nosso estudo optamos por avaliar o comportamento de 

ambas - células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25high – após o tratamento com 

benzonidazol na fase crônica. O fato de ter havido um aumento progressivo no 

percentual destes linfócitos em todos os grupos de pacientes (IND+CARD, IND e 

CARD), conduz a hipótese de que o medicamento traria benefício na fase crônica 

por estimular a expansão de células relacionadas à redução do processo 

inflamatório deletério presente nos tecidos parasitados, controlando a morbidade na 

infecção crônica. A elevada produção de células T CD4+CD25high/+ constatada em 

indivíduos com a forma crônica indeterminada da doença de Chagas ratifica a 

importância destes linfócitos na manutenção do quadro clínico assintomático 

(ARAÚJO et al., 2007; BRAZ et al., 2014; VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2006).  

Entretanto, a redução significativa das células T CD4+FoxP3+, 

CD4+CD25+FoxP3+ e T CD4+CD25highFoxP3+ pós-tratamento que observamos 

em nosso estudo levantou questionamento sobre esta hipótese. Já existe relato 

acerca da redução na população de células T CD4+CD25highFoxP3+ no grupo de 

indivíduos livre de cardiomiopatia/cardiomiopatia leve tratados com o benzonidazol 

em relação aos não-tratados (GUEDES et al., 2012). 

 Entre os marcadores de células Treg, o FoxP3 é tido como sua molécula 

específica, sendo também crucial para a função celular. Mutações neste fator de 

transcrição interferem no desenvolvimento e na função destes linfócitos, 

desencadeando a síndrome da desregulação imune, poliendocrinopatia, enteropatia 

ligada ao X (immune dysregulation, polyendocriopathy, enteropathy, X-linked - IPEX) 

em humanos (BENNETT et al., 2001; BRUNKOW et al., 2001; FONTENOT et al., 

2003). Estudos tem demonstrado que processos inflamatórios ou patogênicos 

podem causar a perda de FoxP3 pelas células Treg, com estes linfócitos T 

CD4+FoxP3- (ex-Treg) adquirindo características de células efetoras (DUARTE et 

al., 2009; WILLIAMS; RUDENSKY, 2007; ZHOU et al., 2009). É possível que o 

benzonidazol, ao causar a morte do parasita, tenha conduzido a uma resposta 
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inflamatória mais contundente que causou o surgimento destas células T 

CD4+FoxP3-. 

Porém, existem evidências de que esta expressão de FoxP3 pode ser 

reestabelecida. Após estímulo do receptor de célula T (TCR) mediante estimulação 

antigênica, estas células aparentemente reexpressão o FoxP3, recuperando a 

atividade supressora (SAKAGUCHI et al., 2013). Além disso, IL-2 produzida por 

células T convencionais também atua na recuperação desta capacidade regulatória 

pelas células ex-Treg (DUARTE et al., 2009).  

Diante disto, não podemos estabelecer até que ponto a redução desta 

população de células T pós- benzonidazol seria benéfica ou não, sendo necessário o 

seguimento destes indivíduos em um maior intervalo de tempo, relacionando os 

exames clínicos como o comportamento da população de células Treg. 

Destacamos também o grande impacto que o tratamento teve sobre a 

resposta imune basal (contexto ex vivo) dos indivíduos portadores crônicos com 

acometimento cardíaco (grupo CARD). A considerável redução da população celular 

nos momentos T1 e T2 fez com que estes indivíduos desenvolvessem um padrão 

celular semelhante ao que os grupos IND+CARD e IND já demonstravam antes da 

intervenção, quanto à comparação ex vivo versus EPI. Os relatos acerca da 

prevenção clínica após o tratamento etiológico em indivíduos assintomáticos 

(FABBRO DE SUASNÁBAR et al., 2000; FRAGATA FILHO; SILVA; BOAINAIN, 

1995; MACHADO-DE-ASSIS et al., 2013) nos conduzem a crer que o 

desenvolvimento de um padrão imune basal semelhante ao demonstrado pelo grupo 

IND seria positivo para os indivíduos do grupo CARD. Porém, apenas o 

acompanhamento, em paralelo e ao longo do tempo, da resposta imunológica 

destes indivíduos poderá confirmar esta hipótese. 

Diante do que pudemos observar quanto às células Treg antes e após o 

tratamento com o benzonidazol, constatamos que houve uma supressão deste 

grupo celular. Este fenômeno pode ser positivo quanto levamos em considerações o 

controle exercido pelos linfócitos Treg sobre a resposta inflamatória, permitindo com 

que o organismo potencialize sua ação no sentido de eliminar o T. cruzi. Entretanto, 

a perduração desta inibição da população de células regulatórias pode acentuar os 

danos teciduais oriundos de uma resposta imune desrregulada. Acreditamos que é 

de grande relevância o aprofundamento das análises das diferentes linhagens de 

linfócitos Treg nestes pacientes tratados. Além do CD25 e do FoxP3, a detecção de 
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moléculas com CTLA4, CD45RA, CD45RO, GITR, CD127, CD62L, entre tantos 

outros marcadores presentes nestas células (SAKAGUCHI et al., 2010), permitirá 

não apenas a compreensão da ação do benzonidazol nas células Treg, como 

também a identificação de qual subtipo celular, dentro dessa linhagem de linfócitos 

T, sofre maior impacto após a medicação tripanocida. 

 

8.2 Avaliação da produção de citocinas intracitoplasmát icas por células 

imunes de portadores crônicos da doença de Chagas a ntes e após o 

tratamento com o benzonidazol no contexto ex vivo e após estímulo in 

vitro com antígeno de T. cruzi 

 

 Durante a fase inicial da infecção pelo T. cruzi ocorre predominância de uma 

resposta imune do tipo Th1 (pró-inflamatória), que é caracterizada pela produção de 

citocinas como a IFN-γ. Produzida por células T CD4+ e T CD8+, a IFN-γ é essencial 

para o controle da infecção na fase aguda da doença de Chagas (CHESSLER et al., 

2009; MELO; MACHADO, 2001; TARLETON et al., 1994; UNE et al., 2003). 

Contudo, com o estabelecimento da fase crônica ocorrem mudanças no padrão de 

citocinas, existindo distinções na resposta imune nas diferentes formas clínicas. 

Enquanto que indivíduos portadores da forma cardíaca demonstram predominância 

de um perfil inflamatório (IFN-γ, TNF-α, IL-2) indivíduos com a forma crônica 

assintomática podem apresentar um equilíbrio na produção de citocinas regulatórias 

(IL-4, IL-6, IL-10) e inflamatórias (DUTRA et al., 1997; GOMES et al., 2003; LORENA 

et al., 2010; SOUZA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008). Tais achados 

demonstram que a observação dos padrões de expressão das diferentes moléculas 

envolvidas na resposta imunológica pode auxiliar na compreensão da patologia da 

doença de Chagas crônica. 

 Diante disso, avaliações que aprofundem o conhecimento acerca do impacto 

do benzonidazol na produção de citocinas por células da resposta imune de 

indivíduos portadores da doença de Chagas crônica são pertinentes. Em nosso 

estudo optamos por avaliar as células T CD4+, T CD8+ e B CD19+ quanto à 

produção das citocinas IFN-γ e IL-10, antes e após a intervenção com o 

benzonidazol em indivíduos portadores crônicos da doença de Chagas. 
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Sathler–Avelar et al. (2006), ao avaliarem crianças classificadas como 

recentemente na forma indeterminada da doença de Chagas antes e um ano após o 

tratamento, observaram o surgimento de perfil Th1 modulado, com elevada 

produção de células T CD4+ e T CD8+ produtoras tanto de IFN-γ quanto de IL-10+ 

(SATHLER-AVELAR et al., 2006). Contudo, em estudo posterior, os mesmo autores 

observaram que indivíduos na forma indeterminada sete anos após o tratamento 

com benzonidazol demonstravam menor percentual de células T CD4+IFN-γ+, 

CD4+IL-10+ e CD8+IL-10+ em relação ao grupo de indivíduos assintomáticos que 

não haviam utilizado o benzonidazol, afirmando que a medicação teria causado uma 

inibição na produção de citocinas inflamatórias e regulatórias (SATHLER-AVELAR et 

al., 2012). 

 Em nosso estudo, ao avaliarmos adultos com as formas crônicas 

indeterminada e cardíaca da doença de Chagas, observamos redução dos linfócitos 

T CD4+ e T CD8+ produtores de IFN-γ em todas os grupos, indicando uma redução 

da resposta inflamatória pós-benzonidazol. Quanto à produção de IL-10, apenas o 

grupo IND+CARD demonstrou redução significativa na população de linfócitos T 

CD8+IL-10+, não havendo alteração no percentual de células T CD4+IL-10+. Diante 

destes achados, acreditamos que esta relativa manutenção da produção de IL10 

pelos linfócitos T CD4+ na presença de redução de células T IFN-γ+ indica que o 

tratamento pode ter controlado a resposta inflamatória, porém sem o envolvimento 

dos mecanismos relacionados à produção de IL-10 por linfócitos T CD4+. 

 Entre as demais células envolvidas na produção de citocinas na doença de 

Chagas crônica, os monócitos já foram designados como a principal célula produtora 

de IL-10 entre os indivíduos portadores crônicos assintomáticos, mediando o 

controle da patologia presente na doença de Chagas (GOMES et al., 2003). Diante 

disto, estas células poderiam estar relacionadas com a redução na população de 

células T IFN-γ+ demonstrada em nosso estudo. Entretanto, monócitos CD14+IL-10+ 

também apresentaram reduzido percentual celular na forma indeterminada tratada 

com benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2012). Desta forma, acreditamos que 

o tratamento etiológico não só reduz à produção de moléculas cruciais na eliminação 

do T. cruzi (IFN-γ) pela população de linfócitos T, como também inibe a expressão 

de moléculas regulatórias da resposta imune por linfócitos T CD8+ (IL-10), indicando 

uma possível regulação negativa de ambas às citocinas. 
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 Como dito anteriormente, as células B também produzem citocinas, estando 

envolvidas na resposta imune celular e humoral (GROS; NAQUET; GUINAMARD, 

2008; SHAH; QIAO, 2008). Atualmente existe uma divisão funcional de subtipos de 

linfócitos B, com aqueles produtores de IFN-γ, IL-12 e TNF-α (B1) e de IL-2, IL-4, 

TNF-α e IL-6 (B2) sendo designados de células B efetoras, enquanto que as IL-10+ 

e TGF-β+ são conhecidas por B regulatórias (Breg) (LUND et al., 2005; 

MIZOGUCHI; BHAN, 2006).  

Em nosso estudo ocorreu redução da população de células B CD19+IFN-γ+ 

pós-tratamento em todos os grupos de indivíduos avaliados, o que discorda do 

aumento que observamos na população de linfócitos B1 (CD5+CD19+), células 

relacionadas à resposta tipo Th1 (LUND et al., 2005; LUND, 2008). Esta redução na 

produção de IFN-γ causada pelo tratamento etiológico pode ter acarretado benefício 

aos indivíduos que já demonstram dano tecidual decorrente da reposta inflamatória. 

Contudo, a baixa expressão de IFN-γ pode facilitar a manutenção do T. cruzi no 

organismo do hospedeiro (CHESSLER et al., 2009; MELO; MACHADO, 2001; 

TARLETON et al., 1994;  UNE et al., 2003). 

É importante ressaltar, entretanto, que esta redução da expressão de IFN-γ 

pode ser reflexo da regulação oriunda dos linfócitos B regulatórios (Breg). Linfócitos 

B produtores de IL-10, as células Breg exercem função supressora, atuando na 

inibição das respostas Th17 e Th1, além de induzirem a diferenciação e manutenção 

das células Treg (LUND et al., 2005; LUNDY, 2009; MAURI; BOSMA, 2012; 

MIZOGUCHI; BHAN, 2006). Elevação na população de linfócitos B CD19+IL-10+ 

após cultivo celular, mesmo que tardia, foi demonstrada pelos grupos IND e CARD.  

Já havia relato de aumento da produção de IL-10 em linfócitos B CD19+ 

oriundos de crianças com a forma crônica assintomática um ano após o tratamento 

etiológico (SATHLER-AVELAR et al., 2006). Porém, indivíduos com a forma 

indeterminada não-tratados demonstraram maior percentual de células B CD19+IL-

10+ que aqueles tratados com o benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2012). 

Ressaltamos, mesmo com esse aumento das células Breg, a redução na 

população de linfócitos Treg apresentada por todos os grupos avaliados em nosso 

estudo, o que levanta questionamentos sobre o papel dos linfócitos Breg na 

sustentação da população de células Treg na doença de Chagas crônica. Enquanto 

a queda no percentual de linfócitos T CD4+CD25high/+FoxP3+ foi detectada na 
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primeira avaliação após a intervenção (T1), o aumento da população de células B 

CD19+IL-10+ só surgiu de forma significativa na avaliação subsequente (T2). Desta 

forma, é possível que a ação positiva dos linfócitos Breg sobre a população de 

células Treg só seja detectada nas avaliações mais tardias entre os portadores 

crônicos da doença de Chagas tratados com o benzonidazol. 

 

8.3 Avaliação da produção de citocinas em sobrenadante de cultura de 

sangue total de portadores crônicos da doença de Ch agas antes e após 

tratamento com o benzonidazol após estímulo in vitro com antígeno de T. 

cruzi 

 

 Prosseguindo com a avaliação quanto à produção de citocinas após o 

tratamento com o benzonidazol, realizamos a detecção das moléculas IFN-γ, TNF-α, 

IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 no sobrenadante de cultura celular. Mesmo não observando 

alterações contundentes ao avaliarmos os grupos clínicos separadamente (IND e 

CARD), nossos achados quanto ao total de indivíduos (IND+CARD) permitiram que 

construíssemos algumas hipóteses. 

 A citocina IL-4 regula a proliferação celular e apoptose, bem como a 

expressão de genes em vários tipos celulares, como linfócitos, macrófagos e 

fibroblastos (LAPORTE et al., 2008; MUELLER et al., 2002; NELMS et al., 1999), 

tendo sido relacionada com o controle da resposta inflamatória e da patologia na 

doença de Chagas crônica (LORENA et al., 2010; SOARES et al., 2001; VITELLI-

AVELAR et al., 2008). Em nosso estudo observamos uma redução de IL-4 logo após 

o tratamento pelo grupo IND+CARD, o que indicaria perda da regulação celular 

mediada por esta molécula. Contudo, esta desregulação ocorreu de forma 

temporária, havendo aumento significativo em seus níveis na comparação T1 versus 

T2. 

Também avaliamos a expressão de IL-6 antes e após o tratamento com o 

benzonidazol. Esta citocina, quando em associação com o TGF-β induz a geração 

de células Th17 a partir de células T imaturas, enquanto inibe a diferenciação de 

linfócitos Treg induzida por TGF-β, mediando o equilíbrio entre Th17/Treg. Dado o 

papel crucial da IL-6 no equilíbrio entre estas duas populações celulares, o excesso 

ou desregulação na produção de IL-6 pode conduzir a processos auto-imunes 

(BETELLI et al., 2006; KIMURA, KISHIMOTO, 2010). Diante disto, a elevação na 
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produção desta citocina que observamos após o tratamento pode ser prejudicial. 

Destacamos o fato de ter ocorrido redução da população de células T reg 

CD4+CD25+/highFoxP3+ em nosso estudo, demonstrando um possível relação 

entre a elevação da IL-6 e a redução na produção destes linfócitos. 

Acerca da secreção de IL-10 no sobrenadante de cultura, acreditamos que a 

elevação na produção desta citocina pode estar relacionada a elevação da 

população de linfócitos Breg (CD19+IL-10+) após a intervenção com o benzonidazol. 

Desta forma, os dados que obtivemos na avaliação através do CBA ratificam a 

importância do aprofundamento quanto aos demais marcadores celulares para 

linfócitos B na população de portadores crônicos da doença de Chagas submetidos 

ao tratamento etiológico. 

 Ademais estas colocações, o aumento tardio de IL-4, IL-6 e IL-10 indicaria o 

surgimento de um padrão de citocinas que caracterizam a resposta Th2 

(regulatória). Em associação com o aumento significativo na produção de IFN-γ que 

observamos no grupo IND+CARD (T0 versus T2 e T1 versus T2), tais dados podem 

indicar que o benzonidazol originou uma resposta Th1-modulada no grupo 

IND+CARD, só que de forma tardia. Um perfil modulado, com elevada produção de 

células T e B produtoras de IL10+ em conjunta com linfócitos T CD8+IFN-γ já havia 

sido observado em crianças com a forma indeterminada um ano após o tratamento 

com o benzonidazol (SATHLER-AVELAR et al., 2008). Entretanto, Guedes et al. 

(2012) observaram que os indivíduos tratados com o benzonidazol que foram 

classificados no grupo livre de cardiomiopatia/cardiomiopatia leve apresentavam 

reduzida expressão de IL-10 e elevada produção de IFN-γ em detrimento dos não 

tratados (GUEDES et al., 2012). 

  Ainda sobre a produção de IFN-γ, mesmo com a redução do percentual de 

células T e B IFN-γ+ após o tratamento etiológico, houve aumento desta citocina no 

sobrenadante de cultura, levantando questionamento sobre qual seria a origem 

desta elevação nos grupos IND+CARD e IND. Alguns trabalhos constataram que 

portadores com a forma indeterminada que haviam sido tratados com o 

benzonidazol demonstravam elevada população de células NK IFN-γ+ após estímulo 

com antígeno de epimastigota, em relação aqueles que não receberam a medicação 

(SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2012).  
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Contudo, outros estudos demonstraram redução na produção desta citocina 

após o tratamento etiológico (CUTRULLIS et al., 2011; LAUCELLA et al., 2009), 

afirmando que o benefício seria oriundo da redução da resposta inflamatória 

deletéria aos tecidos do hospedeiro. Entretanto, a redução dos níveis parasitários, 

mesmo na ausência de cura, demonstrou ser importante para manutenção do 

quadro assintomático (BRENER; GAZZINELLI, 1997; GARCÍA et al., 2005), 

indicando que uma produção modulada de IFN-γ seria o melhor perfil imunológico a 

ser apresentado na fase crônica da doença de Chagas. 

 A ausência de alterações significativas nos níveis de TNF-α após o tratamento 

etiológico demonstra ser um ponto positivo quanto ao impacto do benzonidazol na 

produção de citocinas devido ao fato de que a patologia cardíaca na doença de 

Chagas crônica é relacionada à produção de TNF-α (FERREIRA et al., 2003; 

LORENA et al., 2010; SOUZA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008). A elevada 

expressão de TNF-α estando associada a disfunção cardíaca e a um prognóstico 

desfavorável (TALVANI et al., 2004). Indivíduos com a forma indeterminada tratados 

com o benzonidazol demonstraram elevado percentual de células NK, T CD8+, B 

CD19+ produtoras de TNF-α, porém reduzida população de monócitos e linfócitos T 

CD4+ positivos para esta molécula quando comparados ao grupo de não-tratados 

(SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2012). Diante de tais dados, acreditamos que 

apenas uma avaliação conjunta da produção intracitoplasmática e no sobrenadante 

de cultura permitirá a identificação do impacto do benzonidazol sobre a produção do 

TNF-α. 

Destacamos a redução de IL-2 após a intervenção não só no grupo 

IND+CARD, como também na avaliação das formas clínicas em separado (IND e 

CARD). Esta citocina conduz a diferenciação e expansão de células T, aumento da 

atividade citolítica das células NK, indução da diferenciação de células Treg, além de 

mediar à morte celular induzida por ativação (LIAO; LIN; LEONARD, 2011). Diante 

do que foi exposto, acreditamos que a baixa secreção de IL-2 no sobrenadante de 

cultura pós-benzonidazol pode estar diretamente relacionada com a baixa produção 

dos linfócitos Treg CD4+CD25+/highFoxP3+ e das células NK CD56- que 

observamos em nosso estudo.  

 Quando analisamos os grupos IND e CARD de forma separada, mesmo não 

verificando as diferenças estatísticas demonstradas pela população total, foi possível 

identificar alguns dados interessantes. O grupo IND demonstrou elevada produção 
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de IFN-γ após o tratamento etiológico. Em associação com a redução de citocinas 

relacionadas à mecanismos de regulação da resposta imune (IL-2 e IL-4), causa 

preocupação por ser um padrão de resposta que pode originar dano tecidual quando 

mantido por longo período de tempo. Por sua vez, a elevada produção de IL10 só foi 

demonstrada pelo grupo CARD. Diante do fato de que estes pacientes já 

apresentam dano no tecido cardíaco, o aumento na produção de IL-10 é benéfica no 

sentido de controlar a resposta e consequentemente prevenir a evolução clínica.  

Porém, o fato de não ter sido observado o padrão modulado de citocinas no 

sobrenadante de cultura nos grupos clínicos em separado (IND e CARD) impede 

concluirmos sobre o real impacto do benzonidazol na secreção destas citocinas.
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9 CONCLUSÕES 

 

a) A elevação temporária da população de linfócitos B1 (CD5+CD19+) em todos 

os grupos de indivíduos avaliados demonstra que o tratamento etiológico 

pode atuar promovendo a eliminação dos antígenos parasitários através 

desta população celular; 

b) O tratamento etiológico beneficiou os portadores crônicos com acometimento 

cardíaco no que diz respeito à resposta citotóxica mediada pelas células NK. 

Contudo, a forma indeterminada apresentou redução na produção de células 

NK CD3-CD16+CD56- após a intervenção; 

c) Relacionando o impacto do benzonidazol nas populações de células T CD28+ 

e CD152+ e de monócitos CD80+, CD86+ e HLA-DR+, acreditamos que 

ocorreu inibição da ativação dos linfócitos T CD4+ através destes receptores, 

com concomitante elevação da resposta citotóxica mediada pelas células T 

CD8+; 

d) O tratamento etiológico acarretou redução da população de linfócitos T 

CD4+CD25+FoxP3+ em todos os grupos avaliados, sugerindo que o 

benzonidazol provoca perda na regulação da resposta imune por estas 

células; 

e) A manutenção da produção de IL-10 pelos linfócitos T CD4+ na presença de 

redução de células T IFN-γ+ indica que o tratamento controla este mecanismo 

inflamatório por outra via que não a relacionada à produção de linfócitos T 

CD4+IL-10+; 

f) A redução da população de células B CD19+IFN-γ+ com expansão tardia de 

linfócitos B CD19+IL-10+ sugere que o benzonidazol promoveu o surgimento 

de um padrão de citocinas favorável à manutenção do T. cruzi no organismo 

do hospedeiro; 

g) O estabelecimento tardio de uma resposta Th1-modulada no grupo 

IND+CARD, com elevação na produção tanto de IFN-γ (citocina inflamatória) 

quanto de IL-4, IL-6 e IL-10 (citocinas regulatórias), indica que o tratamento 

originou uma resposta imune que atua contra o parasita sem causar dano ao 

tecido do hospedeiro. 
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10 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Nosso trabalho é pioneiro ao realizar estudo longitudinal do impacto do 

benzonidazol sobre aspectos relacionados a ativação, a regulação, a citotoxicidade 

e a inflamação celular em um grupo de indivíduos adultos enquadrados na fase 

crônica da doença de Chagas. 

Pudemos observar que o benzonidazol atuou inibindo populações celulares 

relevantes para a prevenção das injúrias teciduais características da fase crônica da 

doença de Chagas, como na produção de células Treg, além de interferir na 

expressão de moléculas de co-sinalização entre monócitos (CD80, CD86 e HLA-DR) 

e linfócitos T (CD28 e CD152). Também houve redução na população de células NK, 

T IFN-γ+ e B IFN-γ+, fenômeno favorável à manutenção do T. cruzi. Neste sentido, 

poderíamos afirmar que o uso do benzonidazol não seria uma boa abordagem para 

o tratamento destes indivíduos. 

Contudo, o aumento dos linfócitos B1 logo após o tratamento (T1) demonstra 

que o benzonidazol estimula a resposta imune no sentido de eliminar os antígenos 

do T. cruzi. Isto, em associação com os eventos tardios de elevação na produção de 

células B CD19+IL-10+ (T2) e de uma resposta Th1 modulada (elevada produção de 

IFN-γ, IL-4, IL-6 e IL-10) no grupo IND+CARD indica que as alterações celulares que 

observamos podem ser transitórias. Porém, não foi observado este mesmo padrão 

de citocinas nas formas clínicas indeterminada e cardíaca em separado. 

De forma resumida, nossos dados indicam que o tratamento etiológico 

ocasionou um desequilíbrio da resposta imune basal e de memória. Contudo, a 

avaliação em separado das formas clínicas tratadas com o benzonidazol por um 

maior intervalo de tempo, assim como a quantificação dos parasitas circulantes 

durante este seguimento, trará respostas aos questionamentos originados neste 

estudo. Também ressaltamos que as alterações imunológicas que observamos entre 

os pacientes tratados indicam potenciais marcadores imunológicos para o 

acompanhamento após o tratamento etiológico, o que permitirá novas abordagens 

quanto à intervenção na fase crônica desta parasitose. 
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11 PERSPECTIVAS 

 

a) Continuar as coletas amostrais dos indivíduos avaliados em intervalos de um 

ano após o tratamento etiológico no decorrer de dez anos, bem como 

expandir o n amostral; 

 

b) Realizar a quantificação dos parasitas circulantes nas amostras de sangue 

coletadas antes e após o tratamento com o benzonidazol através da Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. 
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APÊNDICE A 
 

Quadro 1 - Efeitos colaterais apresentados pelos portadores crônicos da 
doença de Chagas tratados com o benzonidazol. 

Paciente 
Duração do 
tratamento 

(dias) 
Efeitos colaterais 

BENZ 01 60 Ausente 

BENZ 02 60 Dermatológico (exantema 
palmar/plantar) 

BENZ 04 60 Epigastralgia 
BENZ 05 60 Ausente 
BENZ 06 60 Dermatológico (exantema palmar) 
BENZ 07 60 Ausente 
BENZ 08 60 Ausente 
BENZ 09 60 Ausente 
BENZ 10 60 Dermatológico (exantema) 
BENZ 11 60 Ausente 
BENZ 12 48 Parestesia, dor no corpo, tontura, febre 

BENZ 13 60 
Dermatológico (exantema 

palmar/plantar) 
BENZ 14 60 Ausente 
BENZ 16 60 Dermatológico (exantema) 

BENZ 18 9 
Dermatológico grave (exantema 

generalizado, edema), febre 
BENZ 19 11 Dermatológico (exantema) 
BENZ 20 60 Ausente 
BENZ 22 60 Ausente 

BENZ 23 9 
Dermatológico (exantema, edema, 

eritema) 
BENZ 24 60 Dermatológico (exantema) 

BENZ 25 10 
Dermatológico (exantema), cefaleia, 

febre 
Fonte: A autora. 
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APÊNDICE B 
 

Quadro 2 – Características dos indivíduos tratados com o benzonidazol 

Paciente Sexo Idade Naturalidade Tempo de infecção 
crônica (anos) 

Classificação 
clínica 

BENZ 01 M 54 Flores-PE 4 A 
BENZ 02 M 49 Sertânea-PE 10 B1 
BENZ 04 M 35 São Benedito do Sul-PE 1 B1 
BENZ 05 F 55 Floresta-PE 2 A 
BENZ 06 M 54 Aliança-PE 1 B1 
BENZ 07 F 43 Ibimirim-PE 4 A 
BENZ 08 F 58 Pilões-PB 13 B1 
BENZ 09 F 41 Custódia-PE 1 A 
BENZ 10 F 34 Maraial-PE 4 B1 
BENZ 11 M 44 Custódia-PE 1 B1 
BENZ 12 M 34 Custódia-PE 1 A 
BENZ 13 F 38 Ibimirim-PE 2 C 
BENZ 14 F 31 Recife-PE 1 A 
BENZ 16 F 48 Lagoa dos Gatos-PE 1 A 
BENZ 18 F 35 Inajá-PE 7 A 
BENZ 19 M 37 Sertânea-PE 3 A 
BENZ 20 F 56 Capela-AL 1 C 
BENZ 22 F 42 Nova Olinda-PB 1 A 
BENZ 23 F 53 Sertãnea-PE 1 A 
BENZ 24 M 49 Monteiro-PB 1 A 
BENZ 25 F 32 Afogados da Ingazeira-PE 1 A 

Fonte: A autora. 
Legenda: (A) Forma indeterminada; (B1) Forma cardíaca sem disfunção ventricular; (C) Forma 
cardíaca com disfunção ventricular. 

 



125 
BRAZ, S.C.M. – APÊNDICES 
 

APÊNDICE C – Termo de consentimento livre e esclare cido 
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