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RESUMO 

A doença de Chagas é uma infecção causada pelo Trypanosoma cruzi, 

atualmente milhares de pessoas encontram-se em áreas de risco de contaminação. 

A doença apresenta duas fases clínicas, a fase aguda caracterizada por alta 

parasitemia, intensa inflamação e ausência de sintomas específicos e a fase crônica 

que pode apresentar as formas indeterminada, cardíaca, digestiva ou 

cardiodigestiva, sendo a forma cardíaca a mais frequente entre os pacientes 

sintomáticos. Acredita-se que a evolução da doença depende do equilíbrio entre o 

parasita e o hospedeiro, no qual é caracterizado pelo tipo de resposta imune 

apresentada contra o T. cruzi. A homeostase imunológica é caracterizada pelo 

equilíbrio da resposta inflamatória com predomínio de citocinas pró-inflamatórias e 

grânulos citotóxicos, através da participação de citocinas anti-inflamatórias como IL-

10 que controla a intensidade da resposta inflamatória. Dessa forma, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar os níveis de IL-10, IFN-γ e Granzima B nos diferentes 

graus de acometimento cardíaco de pacientes portadores da infecção chagásica. 

Foram incluídos 43 pacientes no estudo, onde 19 apresentaram a forma 

indeterminada (IND), 14 a forma cardíaca leve (CARD 1) e 10 a forma cardíaca 

severa (CARD 2), em seguida foram feitas dosagens nos sobrenadantes de cultura 

de PBMC com diferentes estímulos através da técnica Cytometric Bead Array (CBA). 

Nossos resultados apontam que não houve diferença estatística na expressão de IL-

10 em nenhum dos grupos, entretanto IFN-γ houve diferença nos grupos IND (p 

0,0347 e p 0,0205) e CARD 1 (0,0169 e 0,0092) em relação ao grupo CARD 2 em 

ausência de estímulo e com presença do antígeno EPI respectivamente, e Granzima 

B houve diferença nos grupos IND (p 0,0368 e p 0,0193) em relação ao grupo CARD 

2 em ausência de estímulo e com presença do antígeno EPI respectivamente, 

nossos achados apontam que houve uma inversão no perfil de resposta inflamatória 

dentro dos grupos estudados, em que uma possibilidade possa ser a presença de 

uma cepa de T. cruzi que não seja característica em nossa região. 

 

Palavras-chave: Interleucina-10. Interferon gama. Granzima B. Cardiomiopatia 

Chagásica. Doença de Chagas. 

 

 



ABSTRACT 

Chagas disease is an infection caused by Trypanosoma cruzi, currently 

thousands of people are living in areas at risk of contamination. The disease 

presents two clinical phases: acute phase characterized by high parasitemia, intense 

infection and absence of symptoms and chronic phase that may exhibit indeterminate 

cardiac, digestive or cardiodigestive forms, being a more frequent cardiac form 

among symptomatic patients. Believe that the evolution of the disease depends on 

the balance between the parasite and the host, characterized by the type of immune 

response against T. cruzi. An immunological homeostasis is characterized by the 

balance of the inflammatory response with predominance of proinflammatory 

cytokines and cytotoxic granules, through the participation of anti-inflammatory 

cytokines such as IL-10, which controls the intensity of the inflammatory response. 

Thus, the aim of the present study was to evaluate the levels of IL-10, IFN-γ and 

Granzyme B in different degrees of cardiac involvement of patients with chronic 

infection. Forty-three patients were included in the study, where 19 had indeterminate 

form (IND), 14 mild cardiac form (CARD 1) and 10 severe cardiac form (CARD 2), 

then supernatant dosages of PBMC culture with different stimuli were made through 

the Cytometric Bead Array (CBA) technique. Our results indicate that there was no 

statistical difference in IL-10 expression in any of the groups, although IFN-γ differed 

in the IND (SE, p 0.0347 and EPI, p 0.0205) and CARD 1 (SE, p 0.0169 and EPI, p 

0.0092) groups in relation to the CARD 2 group in absence of stimulus and presence 

of EPI antigen and Granzyme B there was a difference in the IND groups (SE, p 

0.0368 and EPI, p 0.0193) in relation to the CARD 2 group in absence of stimulus 

and presence From the former EPI group, our findings indicated that there was an 

inversion in the inflammatory response profile within the studied groups and that it 

might be possible to have a T. cruzi strain that is not the characteristic in our region. 

 

Keywords: Interleukin-10. Interferon-gamma. Granzyme B. Chagas 
Cardiomyopathy. Chagas disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O papel da resposta imune durante o processo inflamatório cardíaco em 

camundongos portadores da doença de Chagas ainda não se encontra bem 

caracterizado, evidenciando a necessidade de estudos em humanos para a 

compreensão da evolução da infecção. Estudos como o de Silverio et al. (2012) 

demonstram diante da cardiomiopatia chagásica crônica em camundongos, que a 

resposta imune tem implicações distintas para o controle parasitário e 

imunopatologia da cardiomiopatia crônica como a resposta regulatória e resposta 

inflamatória. 

A execução da imunidade adquirida através dos linfócitos T CD4+ do perfil th1 

e T CD8+ citotóxico exercendo uma resposta pró-inflamatória através da expressão 

IFN-γ que induz a ação o óxido nítrico pelos macrófagos e grânulos citotóxicos que 

podem causar danos teciduais posteriormente são os principais mecanismos para 

controlar a infecção, devido a isso, a compreensão desses mecanismos é de alta 

importância  (ARAUJO et al., 2005; KUMAR & TARLETON, 2001. 

Sousa et al. (2014) utilizaram citocinas plasmáticas como biomarcadores de 

morbidade cardíaca na doença de chagas. Pacientes na forma indeterminada da 

doença apresentaram elevados níveis de expressão de IL-10 sugerindo associação 

do seu papel na proteção contra cardiomiopatia. Os que apresentam cardiomiopatia 

tiveram maiores níveis de expressão de IFN-γ em relação ao grupo na forma 

indeterminada, no entanto o estudo de Silverio et al. (2012) os níveis de IFN-γ 

encontram-se menores no tecido cardíaco durante a fase cardíaca. 

A composição do infiltrado inflamatório no tecido cardíaco de pacientes com 

cardiopatia chagásica crônica foi descrita por Reis et al. (1993), em que foi 

encontrada uma predominância de linfócitos T CD8+ expressando granzima A. Em 

2012, Araujo e colaboradores destacaram que na fase crônica da doença de 

Chagas, os pacientes com a forma indeterminada da doença apresentam uma 

frequência de linfócitos T CD4+ expressando granzima B e que essa população teria 

papel não apenas citotóxico, como também regulatório. Lasso et al. (2015) 

demostraram que os pacientes com cardiopatia apresentaram mais linfócitos 

TCD8+Granzima+, quando comparados ao grupo assintomático. No estudo de 

Silverio et al. (2012) os linfócitos T CD8+ citotóxicos também foram observados 
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diante da cardiomiopatia chagásica crônica em camundongos, ocorrendo 

agravamento da destruição tecidual pela expressão de perforinas.  

 Desta forma, nos propomos a avaliar a expressão de IL-10, IFN-γ e 

Granzima B em sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC) dos portadores da forma cardíaca e indeterminada da doença de 

Chagas crônica, com a finalidade de apresentar como funciona a resposta imune de 

acordo com o grau de envolvimento da doença e estabelecer biomarcadores de 

morbidade. 
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2 PERGUNTA CONDUTORA 

 Existe diferença na quantificação de IL-10, IFN-γ e granzima B em 

sobrenadante de cultura de PBMC de portadores da doença de Chagas crônica com 

distintos graus de acometimento cardíaco? 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 A doença de Chagas é uma infecção causada pelo protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909; SALVATELLA, 2006).  Milhares de pessoas 

encontram-se em áreas de risco de contaminação e ainda não existem vacinas 

eficazes e o tratamento preconizado é prolongado e, em alguns casos, tóxico para 

os pacientes (WHO, 2017). Os vetores do T. cruzi pertencem à família Reduviidae e 

à subfamília Triatominae, sendo as espécies Triatoma brasiliensis, Triatoma 

infestans e Rhodnius prolixus de maior importância epidemiológica (RABINOVICH & 

HIMSCHOOT, 1990; BUSCAGLIA & DI NOIA, 2003). Além da transmissão vetorial, 

pode haver ainda transmissão pela ingestão de alimentos contaminados, transfusão 

sanguínea, transplante de órgãos, congênita e em acidentes laboratoriais 

(GONÇALVES ET AL., 2012). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que cerca de 8 milhões de 

pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi em todo mundo, onde a maioria delas 

encontram-se na América Latina (Figura 1). Estimativas recentes para 21 países 

latino-americanos, com base em dados da OMS, indicam que 6 a 7 milhões de 

pessoas estejam infectadas, das quais de acordo com a última atualização 

epidemiológica da OMS feita em 2015 com base em estimativas, 3.581.423 (62,4%) 

eram residentes de países da América do Sul, onde o Brasil destaca-se com 

1.156.821 (32,3%) desses casos (WHO, 2017; WHO, 2015). Entre 2006 e 2010 a 

OMS estimou que houve uma queda de 32% de novos casos e de 40% do número 

das pessoas que se encontram em risco de contaminação (WHO, 2012). Pessoas 

com idade acima de 50 anos se mostram com maior positividade para T. cruzi, 

entretanto muito desses indivíduos não tem conhecimento sobre estar infectados 

devido maior parcela dos portadores da doença de Chagas se apresentarem 

assintomáticos,  sendo assim, necessária a aplicação de métodos de busca ativa 

como uma alternativa de diagnóstico precoce nesses pacientes, principalmente 

naqueles encontrados em área de risco (FREITAS et al., 2015). 
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Figura 1 – Distribuição de casos de infecção por Trypanosoma cruzi, baseada em 

estimativas oficiais e status de transmissão vetorial mundialmente entre 2006-2009.

 

Fonte: WHO, 2010. 

 

3.2 AGENTE ETIOLÓGICO DA DOENÇA DE CHAGAS 

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida complexo, apresentando 

características distintas em hospedeiros vertebrados e invertebrados (insetos da 

família Reduviidae) que servem como vetores para o parasita. Os insetos são 

encontrados em grande parte da América Latina, principalmente em áreas rurais 

(DIAZ, 2008). 

O ciclo biológico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado ocorre quando o 

inseto vetor ingere sangue contaminado, de um hospedeiro vertebrado. Após serem 

ingeridos durante o repasto sanguíneo, os tripomastigotas presentes no sangue do 

hospedeiro, irão se diferenciar em epimastigotas no intestino médio do vetor. Esses 

epimastigotas passarão pelo processo de metaciclogênese, onde irão se diferenciar 

em tripomastigotas metacíclicos na porção posterior do intestino e serão eliminados 

pelas excretas do vetor, em um novo repasto sanguíneo (Figura 2) (TYLER & 

ENGMAN, 2001; TANOWITZ et al., 2009).  

O ciclo no hospedeiro vertebrado pode se iniciar durante o repasto sanguíneo, 

em que as formas tripomastigotas metacíclicas presentes nas excretas do vetor são 
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depositadas na pele e/ou mucosas do hospedeiro vertebrado. Sua penetração 

ocorre por meio da mucosa nasal ou oral, conjuntiva, lesões cutâneas ou outras 

superfícies. No hospedeiro vertebrado, após invadir células, o parasita se diferencia 

na forma amastigota intracelular e após diversos ciclos de divisão binária no 

citoplasma celular, essas formas se diferenciam em tripomastigotas que lisam a 

célula do hospedeiro. Esses tripomastigotas irão infectar células adjacentes ou se 

disseminar através da via linfática ou circulação sanguínea para assim infectar 

novas células (Figura 2) (MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006; MACEDO, 2002). 

 

Figura 2 – Ciclo biológico do T. cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado.

 

Legenda: 1. O triatomíneo, durante o repasto sanguíneo, ingere formas 

tripomastigotas sanguíneos presentes na circulação. 2. No intestino médio há o 

aparecimento da forma epimastigota, onde ocorre intensa multiplicação. Já no 

intestino posterior, ocorre a forma tripomastigota metacíclico. 3. Durante o repasto, o 

triatomíneo deixa suas excretas no local, contendo tripomastigotas metacíclicos. 4. 

Através da mucosa ou pele lesionada o T. cruzi tem contato com células, onde 

alcançará o interior. 5. No meio intracelular, o parasita irá se diferenciar na forma 

amastigota, onde após multiplicação binária ocorrerá a lise celular, na qual há a 

liberação de tripomastigotas sanguíneos. Estes são capazes de infectar outras 

células do mesmo hospedeiro ou outro triatomíneo. Fonte: WHO, 2008. 
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3.3 ASPECTOS CLÍNICOS E LABORATORIAIS DA DOENÇA DE CHAGAS 

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas: aguda e crônica (figura 

3). A fase aguda é caracterizada por alta parasitemia e inflamação. Esta fase é curta 

e pode durar cerca de 1 a 3 meses, evoluindo para a fase crônica que vai perdurar 

por todo o resto da vida do paciente (MONCAYO, 2003). Cerca de 60%-70% dos 

pacientes crônicos desenvolvem a forma clínica denominada indeterminada, 

estabelecendo um estado assintomático em que a infecção só é detectada por 

testes sorológicos. Essa fase da doença de Chagas pode ser considerada como um 

estado de equilíbrio entre hospedeiro e parasita (ANDRADE, 1999). 

 

Figura 3 – Fases clínicas da doença de Chagas. 

 

Fonte: Adaptado de Dutra et al., 2009. 

 

Os outros 30%-40% dos indivíduos infectados, anos após o contato inicial 

com o parasita apresentam alguma sintomatologia, podendo apresentar três formas 

clínicas principais: cardíaca, digestiva e cardiodigestiva. Aproximadamente 30% dos 

indivíduos infectados desenvolvem lesões irreversíveis no sistema nervoso 

autônomo do coração, hipertrofia do miocárdio, degeneração de miócitos e fibrose 

intersticial grave. Este quadro clínico caracteriza os diferentes aspectos da forma 

cardíaca da doença (JUNQUEIRA et al., 2010; HIGUCHI et al., 2003). Já a forma 
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digestiva se manifesta em 8-10% dos casos, é caracterizada por lesões no sistema 

nervoso autônomo do esôfago e cólon, podendo causar aumento desses orgãos 

como uma das principais manifestações viscerais da doença, denominada como 

megacólon (SANTOS JUNIOR, 2002).  A forma cardiodigestiva é menos comum, 

estando associada a alterações tanto no sistema cardiovascular como no sistema 

digestivo. A exata prevalência dessa forma clínica é desconhecida devido à 

escassez de estudos apropriados (MONCAYO, 2003; ANDRADE, 1999; DUTRA et 

al., 2009).  

Para a determinação das formas clínicas crônicas são realizados alguns 

exames como: eletrocardiograma, ecocardiograma e raio x do tórax e abdômen. A 

forma cardíaca pode ser classificada, segundo a I Diretriz Latino-Americana para o 

Diagnóstico e Tratamento da Cardiopatia Chagásica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

CARDIOLOGIA, 2011) em estágios de envolvimento cardíaco (A, B, C e D) como 

mostra na Figura 4. O estágio A apresenta ausência de sintomas presentes ou 

pregressos de insuficiência cardíaca e sem cardiopatia estrutural, podendo haver 

alterações no ECG e sem alterações no ecocardiograma. O estágio B apresenta 

cardiopatia estrutural com ausência de sinais e sintomas de Insuficiência Cardíaca. 

Esse estágio divide-se em: B1 - alterações eletrocardiográficas (distúrbios de 

condução ou arritmias), podendo apresentar alterações ecocardiográficas discretas 

(anormalidades da contratilidade regional) e com função ventricular global normal; 

B2 - o qual apresenta disfunção ventricular global (fração de ejeção do Ventrículo 

esquerdo reduzida). No estágio C, estão os pacientes com disfunção do ventrículo 

esquerdo e sintomas prévios ou atuais de insuficiência cardíaca. No estágio D, 

encontram-se os pacientes com sintomas de insuficiência cardíaca em repouso, 

resistentes ao tratamento clínico maximizado, sendo necessária a aplicação de 

intervenções especializadas e intensivas para seu tratamento (ANDRADE et al., 

2011). 
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Figura 4 – Estágios de envolvimento cardíaco na CCC.

 

Fonte: II Consenso Brasileiro em doença de Chagas, 2015. 

 

No caso diagnóstico laboratorial, durante a fase aguda da infecção, pode ser 

facilmente realizado através de métodos parasitológicos convencionais diretos como 

esfregaços, gota espessa, exame a fresco e o método de Strout ou métodos 

indiretos como hemocultura e xenodiagnóstico. Entretanto, na fase crônica da 

infecção, devida a baixa parasitemia, o diagnóstico é feito preferencialmente por 

métodos sorológicos como ELISA, hemaglutinação indireta e imunofluorescência 

indireta. De acordo com a OMS, para se obter um diagnóstico sorológico confiável, 

deve-se obter resultados concordantes em pelo menos duas metodologias diferentes 

(GOMES, 1997; BRASIL, 2005). 

 

3.4 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS NAS MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

Por apresentar um ciclo biológico complexo, em que grande parte de sua 

vida encontra-se dentro de células, a erradicação do T. cruzi no hospedeiro é 

dificultada, ocorrendo o desenvolvimento da forma crônica da doença de Chagas, 

caracterizada por estado de latência, ausência de sintomas e replicação mínima do 

parasita (COELHO-CASTATELO et al., 2009). 

Diversos mecanismos efetores humorais e celulares estão envolvidos na 

resposta imune inata do hospedeiro à infecção pelo T. cruzi, dentre eles a ativação 

da via alternativa do sistema complemento que lisa as formas epimastigotas que 

eventualmente penetram associadas às formas tripomastigotas (BUDZKO et al., 

1975; KIPNIS et al., 1985). Os macrófagos participam dessa resposta através da 

realização de fagocitose, mas o T. cruzi antes da sua diferenciação e replicação 

conseguem evitar a ação microbicida escapando do vacúolo parasitóforo para o 

citoplasma ao utilizar peroxidases que inativam as ações oxidativas dos lisossomos 

impostas por esses macrófagos ativados (ACEVEDO et al., 2018). Desta forma, as 

formas amastigotas conseguem sobreviver e se replicam no citoplasma dos 
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fagócitos, livremente, garantindo a progressão da infecção. Porém, a invasão dos 

macrófagos leva à produção e secreção de IL-12 que vai ativar as células Natural 

Killer (NK), que por sua vez produzem altos níveis de IFN-γ, importante para o 

controle da doença na fase aguda, por ativar os mecanismos microbicidas dessas 

células (SARDINHA et al., 2006; KAHN et al., 1995).  

Além disso, as células NK desempenham uma resposta de citotoxicidade 

celular dependente de anticorpos, resultando na atividade citotóxica pela liberação 

de grânulos tóxicos como granzima, podendo matar diretamente esses patógenos. 

Essa resposta também tem se mostrado importante para o desenvolvimento da 

resposta adquirida (SARDINHA et al., 2006). 

 A imunidade adquirida mediada por linfócitos TCD4+ do perfil Th1, linfócitos 

TCD8+ citotóxicos e a produção de IFN-γ que induz a produção de óxido nítrico (NO) 

pelos macrófagos são os principais mecanismos do hospedeiro para controlar a 

parasitemia na fase aguda doença. O controle da infecção depende bastante da 

participação dos linfócitos T CD8, na qual sua ação vai além de secretar substâncias 

citotóxicas, como também produzir citocinas (ARAUJO et al., 2005; KUMAR & 

TARLETON, 2001). 

Estudos apontam que ao analisar infiltrados inflamatórios do tecido cardíaco 

na cardiopatia chagásica crônica, existe uma grande frequência de linfócitos T CD4 

e T CD8, com predomínio dos linfócitos T CD8 numa relação aproximada de 2:1 

(HIGUCHI et al.,1993; FUENMAYOUR et al., 2005). Os linfócitos T CD8 produtores 

de IFN-γ conferem, atividade inflamatória, e sua presença no tecido cardíaco pode 

ser benéfica por gerar uma resposta sem trazer danos teciduais, apresentando papel 

de controle parasitário neste tecido. Por outro lado, acredita-se que a alta frequência 

de linfócitos T CD8 produtores de granzima/perforina sugere a participação na 

atividade citotóxica, ocorrendo um agravamento da destruição tecidual (SILVERIO et 

al., 2012). Em 2006, Hardison e colaboradores estudaram a expressão de CCR5 em 

camundongos, onde os CCR5−/− apresentaram alta parasitemia e maior número de 

parasitas no tecido cardíaco em relação aos CCR5+/+. Sugerindo seu envolvimento 

com os controles de replicação do T. cruzi e inflamação do tecido nos estágios 

iniciais da doença, entretanto na fase crônica da infecção o CCR5 não está 

envolvido na manutenção da inflamação do coração. De acordo com Talvani e 

colaboradores, em 2004, o envolvimento de CCR5 na infecção aguda sugere que 

indivíduos com baixa expressão podem progredir para doença severa, onde o 



22 
 

desenvolvimento de disfunção cardíaca acarreta em diminuição na expressão desse 

receptor. Estudos sugerem que os linfócitos T CD8 citotóxicos apresentam maior 

frequência do receptor CCR5, e este fator pode favorecer o recrutamento dessas 

subpopulações ao tecido cardíaco (SILVERIO et al., 2012; SOUSA et al., 2014). 

Os linfócitos T CD8 se dividem em subtipos distintos de acordo com sua 

atividade exercida, podendo ser classificados como linfócitos T CD8 inflamatórios 

caracterizados pela produção de IFN-γ e T CD8 citotóxicos caracterizados pela 

produção de perforina e granzima, grânulos que conferem atividade citotóxica 

(SANDBERG et al., 2001; MARTIN & TARLETON, 2004). 

Na atividade citotóxica, os linfócitos T CD8 citotóxicos induzem a morte 

celular por meio da abertura de poros na membrana da célula alvo infectada, as 

moléculas de perforina são ditas como responsáveis pela abertura desses poros ao 

se polimerizarem com Ca+, e os poros formados irão permitir a entrada das 

moléculas de granzima, que são serina esterases que levam a degradação do DNA 

e em seguida apoptose, devido a sua interferência em vias intracelulares da célula 

alvo (LIEBERMAN, 2010). Entretanto, alguns autores ressaltam o fato de que os 

poros formados na membrana celular são de 15 nm e pode ser muito pequeno para 

a passagem das moléculas grandes como granzimas (TRAPANI & SMYTH, 2002), 

além disso, alguns estudos reforçam essa questão ao demonstrar que moléculas de 

granzima B foram endocitadas na ausência de perforinas (FROELICH et al., 1996; 

SHI et al., 1997). Os linfócitos T CD8 inflamatórios produtores de IFN-γ, por sua vez, 

remetem a um efeito protetor na infecção causada pelo T. cruzi por sua capacidade 

de induzir a produção de IL-12, TNF e NO pelos macrófagos (HOLSCHER, 1998; 

MICHAILOWSKY, 2001). Alguns autores associam a alta produção de IFN-γ com a 

cardiopatia chagásica crônica devido a grande intensidade de resposta pró-

inflamatória (GOMES, 2003).  
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4 JUSTIFICATIVA  

 A importância dos estudos sobre a imunidade contra o T. cruzi em humanos 

são necessárias para a compreensão dos mecanismos imunológicos envolvidos na 

resistência a este protozoário, bem como a patogênese da doença de Chagas, além 

disso, a relação direta da atividade citotóxica e inflamatória e seu impacto na 

evolução da doença de Chagas ainda não se encontram em consenso na 

comunidade científica, havendo necessidade para esse estudo com a finalidade de 

que tenha uma melhor compreensão do papel dessas citocinas ou Granzimas para 

que possam ser utilizadas como biomarcadores de progressão ou acompanhamento 

de tratamento. Apesar de haver uma grande maioria de resultados expressando uma 

relação entre as formas clínicas e imunidade, ainda existem alguns estudos 

discordantes, e com isso a necessidade de compreender o motivo para acontecer 

esses eventos.  Espera-se que os resultados obtidos nesse trabalho venham 

contribuir com maiores informações sobre os mecanismos envolvidos com o 

prognóstico da doença. 
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5 DEFINIÇÃO DOS OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 

 Avaliar os níveis de IL-10, IFN-γ, e Granzima B em sobrenadante de cultura 

de PBMC de portadores crônicos da doença de Chagas com diferentes graus de 

acometimento cardíaco.  

 

5.2 Objetivos específicos 

a) Avaliar os níveis de IL-10, IFN-γ e Granzima B em sobrenadante de cultura de 

PBMC de portadores crônicos da doença de Chagas apresentando as formas 

clínicas crônicas indeterminada e cardíaca. 

b) Correlacionar esses níveis com % da fração de ejeção do ventrículo esquerdo. 
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6 MATERIAIS E METODOS 

6.1 DESENHO DE ESTUDO 
  

 Estudo do tipo analítico-experimental, onde o sobrenadante de cultura de 

PBMC de indivíduos portadores das formas crônicas indeterminada e cardíaca foram 

avaliadas por citometria de fluxo para avaliação de IL-10, IFN-γ e Granzima B. Os 

indivíduos desse estudo foram selecionados e incluídos, no período de março de 

2013 a março de 2015. Os cultivos de PBMC e estocagem de sobrenadante de 

células foram realizados em virtude da realização do projeto de tese de Adriene 

Siqueira de Melo, da Pós-graduação em Medicina Tropical da UFPE defendida em 

2016. Assim, a descrição dos itens 6.2 a 6.3.2 foram realizados no referido projeto 

de tese e estão descritos aqui para contextualização dos objetivos propostos desta 

dissertação. 

 

6.2 POPULAÇÃO DE ESTUDO 
 
 Quarenta e três indivíduos portadores da doença de Chagas, atendidos no 

Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Prontosocorro 

Cardiológico de Pernambuco (Procape), da Universidade de Pernambuco (UPE). 

Atualmente, o ambulatório é o local de referência no estado de Pernambuco para o 

acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores da doença de Chagas. 

Para sua inclusão no estudo, os pacientes preencheram 3 critérios: realização dos 

exames clínicos (eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de tórax e de esôfago) 

para a classificação clínica, sorologia reagente para a infecção chagásica, segundo 

o II Consenso em Doença de Chagas (DIAS et al., 2016) e não ter sido submetido 

ao tratamento etiológico. Foram incluídos no estudo 43 indivíduos agrupados da 

seguinte forma: um grupo IND (n = 19, média de idade de 53±11,84), pacientes 

classificados no estágio A de envolvimento cardíaco, ou seja, aqueles sem sintomas 

presentes ou pregressos de Insuficiência Cardíaca (IC) e com ECG e RX de tórax 

normais; um grupo CARD1 (n = 14, média de idade de 64±9,5), pacientes 

classificados no estágio B1, ou seja, aqueles que apresentaram alterações 

eletrocardiográficas (distúrbios de condução ou arritmias), porém com função 

ventricular global normal; e um grupo CARD2 (n = 10, média de idade de 59,6±9,5), 

pacientes classificados no estágio C, ou seja, aqueles com sintomas prévios ou 
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atuais de IC e que possuíram disfunção ventricular, estabelecidos pela I Diretriz 

Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da Cardiopatia Chagásica 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). Os valores de fração de 

ejeção ventricular esquerda foram adquiridos através da realização do 

ecocardiograma. 

 

6.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

6.3.1 Coleta de sangue 

 Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sódica 

para obtenção de células mononucleraes de sangue periférico (PBMC) e cultivo 

celular. 

 

6.3.2 Obtenção e cultivo das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) 

 O sangue heparinizado foi misturado a PBS pH 7,2 na proporção de 1:2 e 

adicionado a tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque. Em seguida, os tubos 

foram submetidos a uma centrifugação (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC 

foi removido e depositado em tubos falcon de 15mL. As células foram lavadas duas 

vezes por centrifugação (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640. As células 

foram contadas em câmara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul de 

Trypan e ajustadas para as concentrações desejadas para cultivo in vitro. 

 As PBMC (2x106 células/mL) foram cultivadas em tubos de polipropileno de 

14mL (BD Systems) contendo meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 

1mL. As células foram cultivadas com Fitohemaglutinina (PHA) (5µg/mL) como 

controle positivo, com antígeno de epimastigota de T. cruzi (25µg/mL), sem estímulo 

(controle negativo) em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC por um dia. Após 

o período de cultivo o sobrenadante da cultura foi retirado e armazenado à -80°C. 

 

6.3.3 Quantificação de IL-10, IFN-γ e GzmB em amostras de sobrenadante de 

cultura de PBMC por Cytometric Bead Array (CBA) 

As citocinas foram quantificadas utilizando-se o sistema citofluorométrico com 

microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array-CBA, Becton Dickinson-BD), que 
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emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescência 

discretas e distintas, recobertas com anticorpos específicos para as citocinas 

humanas. Essa metodologia (CHEN et al., 1999) permite a avaliação simultânea de 

diversas moléculas solúveis no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de 

amostra. Não foi necessário diluir as amostras para a leitura no citômetro de fluxo. 

Os níveis de IL-10, IFN-γ e GzmB foram quantificados através do 

sistema Cytometric Bead Array (CBA) Flex, seguindo as instruções do fabricante 

(Beckton Dickson). Para gerar a curva padrão das beads analisadas, inicialmente os 

padrões de citocinas e granzima B foram submetidas a diluição seriada com diluente 

do Kit (Top Standard – 1:2 – 2500 pg/mL, 1:4 – 1250 pg/mL, 1:8 – 625pg/mL, 1:16 – 

312,5 pg/mL, 1:32 – 156 pg/mL, 1:64 – 80 pg/mL, 1:128 – 40 pg/mL e 1:256 –20 

pg/mL).  

Após a validação da curva, 25 μL da mistura de beads de captura, marcadas 

com anticorpos monoclonais (anti-IL-10, anti-IFN-γ, e anti-GzmB) foram transferidas 

para tubos de poliestireno (5mL) (BD Systems™) devidamente identificados. Em 

seguida, 25 μL das amostras de sobrenadante foram adicionados por 1h à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente foram adicionados 25 

μL do reagente de detecção, que é uma mistura de anticorpos anti-citocinas IL-10 e 

IFN-γ e anti-GzmB conjugadas à Phycoerythrin por 2h à TA e ao abrigo da luz. Após 

a incubação, as beads foram lavadas e 300 μL de solução tampão foram 

adicionados para ressuspender às esferas. As beads foram adquiridas dentro de 24h 

utilizando o citômetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson) do Núcleo de 

Plataformas Tecnológicas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM) / 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As análises foram realizadas através 

do Software FCAP Array versão 3.01 (Beckton Dickson). 
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6.4 CATEGORIZAÇÃO DAS VARIÁVEIS 

6.4.1 Variáveis independentes 

Variável Definição Categorização 

IND 
Forma crônica 

assintomática  
    Categórica 

CARD 1 
Forma crônica cardíaca 

leve 
   Categórica 

CARD 2 
Forma crônica cardíaca 

severa 
Categórica 

 

6.4.2 Variáveis dependentes 

Variável Definição Categorização 

IL-10 

Concentração de IL-10 

expressas em 

sobrenadante de PBMC 

Variável quantitativa 

continua (Média da 

concentração) 

IFN-γ 

Concentração de IFN-γ 

expressas em 

sobrenadante de PBMC 

Variável quantitativa 

continua (Média da 

concentração) 

Gzm B 

Concentração de Gzm 

B expressas em 

sobrenadante de PBMC 

Variável quantitativa 

continua (Média da 

concentração) 
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6.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Foi realizado teste de normalidade (D’Agostino) onde foi verificado que os 

dados são não paramétricos, seguido do teste Kruskal-Wallis para avaliar 

associação entre os grupos e posteriormente o teste Mann-Whitney para 

comparação quantitativa das citocinas IL-10 e IFN-γ, e Granzima B entre grupos. A 

avaliação das correlações entre IL-10/IFN-γ/Gzm B versus % FEVE foram realizadas 

através do teste de correlação de Spearman. Todas as conclusões foram tomadas 

ao nível de significância de 5%. 
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7 RESULTADOS 

Artigo que será submetido à Revista Cytokine: Inversão no perfil de citocinas em 

pacientes cardiopatas com Doença de Chagas. 

Resumo 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, onde 

sua evolução apresenta duas fases clínicas, a fase aguda caracterizada por alta 

parasitemia, intensa inflamação e ausência de sintomas específicos. A fase crônica 

pode apresentar as formas clínicas indeterminada (ou assintomática), cardíaca, 

digestiva ou cardiodigestiva, sendo a forma cardíaca a mais frequente entre os 

pacientes sintomáticos. Acredita-se que a evolução da doença depende do equilíbrio 

entre o parasita e hospedeiro, no qual é caracterizado pelo tipo de resposta imune 

apresentada contra o T. cruzi, esse perfil de resposta depende de várias moléculas, 

dentre elas as citocinas que vão participar no controle parasitário e de acordo com 

os níveis de expressão  geram um microambiente regulatório ou inflamatório. O 

ambiente regulatório é caracterizado pela participação de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-10 que ajuda a controlar a intensidade da resposta inflamatória, entretanto 

quando se tem um predomínio de citocinas pró-inflamatórias. O ambiente 

inflamatório é caracterizado pela expressão exacerbada de IFN-γ, além da 

participação de células que expressam grânulos citotóxicos como Granzima B. 

Dessa forma, temos como objetivo avaliar a produção de IL-10, IFN-γ e Granzima B 

em sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

de portadores da forma cardíaca e indeterminada da doença de Chagas crônica, 

com a finalidade de estabelecer biomarcadores de morbidade. Foram incluídos 43 

pacientes no estudo, onde 19 apresentam a forma indeterminada (IND), 14 a forma 

cardíaca leve (CARD 1) e 10 a forma cardíaca severa (CARD 2), em seguida foram 

feitas dosagens nos sobrenadantes de cultura de PBMC estiluladas com antígeno de 

T. cruzi e mitógeno através da técnica Cytometric Bead Array (CBA). Nossos 

resultados apontam que não houve diferença estatística na expressão de IL-10 em 

nenhum dos grupos, entranto houve uma maior produção de IFN-γ e Granzima B em 

relação ao grupo CARD 2 em ausência de estímulo e com presença do antígeno 

EPI, nossos achados apontam que houve uma inversão no perfil de resposta 

inflamatória dentro dos grupos estudados, em que uma possibilidade possa ser a 

presença de uma cepa de T. cruzi que não seja característica em nossa região. 
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1. Introdução 

A doença de Chagas é uma infecção causada pelo protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi, onde a OMS estima que cerca de 8 milhões de pessoas estejam 

infectadas por este protozoário em todo mundo, onde a maioria delas encontram-se 

na América Latina [1, 2].  A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas: aguda 

e crônica. A fase aguda é caracterizada por alta parasitemia e inflamação, evoluindo 

para a fase crônica que vai perdurar pelo resto da vida do hospedeiro [3]. A maioria 

dos pacientes crônicos desenvolvem a forma clínica indeterminada, estabelecendo 

um estado assintomático, essa fase da doença de Chagas pode ser considerada 

como um estado de equilíbrio entre hospedeiro e parasita [4]. Outra parcela dos 

indivíduos infectados, anos após o contato inicial com o parasita apresentam alguma 

sintomatologia, dentre elas destaca-se a forma cardíaca, onde acomete a maioria 

dos casos sintomáticos [5]. 

É de extrema importância a compreensão do papel da resposta imune 

durante o processo inflamatório cardíaco em portadores da doença de Chagas, 

evidenciando a necessidade de estudos em humanos para a compreensão da 

evolução da infecção. Um estudo demonstrou diante da cardiomiopatia chagásica 

crônica em camundongos, que a resposta imune tem implicações distintas para o 

controle parasitário e imunopatologia da cardiomiopatia crônica apresentando um 

ambiente regulatório e um ambiente inflamatório [6]. 

Alguns estudos utilizaram citocinas plasmáticas como biomarcadores de 

morbidade cardíaca na doença de chagas. Pacientes na forma indeterminada da 

doença apresentaram elevados níveis de expressão de IL-10 sugerindo associação 

do seu papel na proteção contra cardiomiopatia. Os que apresentam cardiomiopatia 

tiveram maiores níveis de expressão de IFN-γ em relação ao grupo na forma 

indeterminada [7], no entanto um desses estudos demonstrou que os níveis de IFN-γ 

encontram-se menores no tecido cardíaco durante a fase cardíaca [6]. 

Na composição do infiltrado inflamatório no tecido cardíaco de pacientes com 

cardiopatia chagásica crônica foi encontrada uma predominância de linfócitos T 

CD8+ expressando granzima A [8]. Os pacientes com a forma indeterminada da 

doença apresentam uma frequência de linfócitos T CD4+ expressando granzima B e 

que essa população teria papel não apenas citotóxico, como também regulatório [9]. 

Outro estudo demostrou que pacientes com cardiopatia apresentaram mais linfócitos 

TCD8+Granzima+, quando comparados ao grupo assintomático [10]. Os linfócitos T 
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CD8+ citotóxicos também foram observados diante da cardiomiopatia chagásica 

crônica em camundongos, ocorrendo agravamento da destruição tecidual pela 

expressão de perforinas [6]. Assim propomos avaliar a expressão de IL-10, IFN-γ e 

Granzima B em sobrenadante de cultura de PBMC em portadores da forma cardíaca 

e indeterminada da doença de Chagas crônica, com a finalidade de estabelecer 

biomarcadores de morbidade. 

 

2. Materiais e Métodos  

2.1 População e local do estudo 

Foram selecionados, no período de março de 2013 a março de 2015, 

quarenta e três indivíduos portadores da doença de Chagas, atendidos no 

Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do pronto Socorro 

Cardiológico de Pernambuco (Procape) da Universidade de Pernambuco (UPE). 

crônicos da doença de Chagas que foram atendidos no Ambulatório de Doença de 

Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto Socorro Cardiológico de Pernambuco 

(PROCAPE) / Universidade de Pernambuco (UPE).  

A confirmação da infecção foi realizada pelo Serviço de Referência em 

Doença de Chagas do IAM/Fiocruz através da utilização de dois testes 

imunoenzimáticos sendo um deles o Elisa convencional, kit comercial Test Elisa 

Chagas III (Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile) e Elisa recombinante, kit comercial 

Imuno-Elisa Wama (Wama Diagnóstica, São Carlos, Brasil) conforme orientações 

dos fabricantes e de acordo com II Consenso Brasileiro em doença de Chagas [11]. 

 Indivíduos que receberam tratamento prévio com Benzonidazol e/ou que 

apresentaram queixas digestivas foram excluídos do estudo. A seleção dos 

indivíduos e a classificação da cardiopatia chagásica foram realizadas por médicos 

cardiologistas seguindo a I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e 

Tratamento da Cardiopatia Chagásica. Os indivíduos foram incluídos no estudo após 

confirmação dos testes sorológicos e positividade nos exames de imagem como 

Ecocardiograma (ECO), Eletrocardiograma (ECG), Raio X de Tórax e Esôfago. 

Assim, os pacientes foram classificados em A ou forma indeterminada (IND) (n=19), 

sem sintomas cardíacos e com ECG e ECO normais; B1 ou forma cardíaca leve 

(CARD 1) (n=14), com doença cardíaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, 

mas com função ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e 
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anteriores de insuficiência cardíaca congestiva (ICC); C ou forma cardíaca grave 

(CARD 2) (n=10) com disfunção ventricular e sintomas atuais ou anteriores de ICC. 

2.2 Obtenção e cultivo das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) 

 Trinta mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina 

sódica. O sangue foi misturado a PBS pH 7,2 na proporção de 1:2 e adicionado a 

tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque. Em seguida, os tubos foram submetidos 

a uma centrifugação (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC foi removido e 

depositado em tubos falcon de 15mL. As células foram lavadas duas vezes por 

centrifugação (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640. As células foram 

contadas em câmara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul de Trypan. 

 As PBMC (2x106 células/mL) foram cultivadas em tubos de polipropileno de 

14mL (BD Systems) contendo meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 

1mL. As células foram cultivadas com Fitohemaglutinina (PHA) (5µg/mL) como 

controle positivo, com antígeno de epimastigota de T. cruzi (Ag-Epi) (25µg/mL), sem 

estímulo (controle negativo) em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC por 24h. 

Após o período de cultivo o sobrenadante da cultura foi retirado e armazenado à -

80°C. 

2.3 Quantificação de IL-10, IFN-γ e GzmB em amostras de sobrenadante de 

cultura de PBMC por Cytometric Bead Array (CBA) 

As citocinas foram quantificadas utilizando-se o sistema citofluorométrico com 

microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array-CBA, Becton Dickinson-BD), que 

emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescência 

discretas e distintas, recobertas com anticorpos específicos para as citocinas 

humanas. Essa metodologia [12] permite a avaliação simultânea de diversas 

moléculas solúveis no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de amostra. 

Não foi necessário diluir as amostras para a leitura no citômetro de fluxo. 

Os níveis de IL-10, IFN-γ e GzmB foram quantificados através do 

sistema Cytometric Bead Array (CBA) Flex, seguindo as instruções do fabricante 

(Beckton Dickson). Para gerar a curva padrão das beads analisadas, inicialmente os 

padrões de citocinas e granzima B foram submetidas a diluição seriada com diluente 

do Kit (Top Standard – 1:2 – 2500 pg/mL, 1:4 – 1250 pg/mL, 1:8 – 625pg/mL, 1:16 – 
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312,5 pg/mL, 1:32 – 156 pg/mL, 1:64 – 80 pg/mL, 1:128 – 40 pg/mL e 1:256 –20 

pg/mL).  

Após a validação da curva, 25 μL da mistura de beads de captura, marcadas 

com anticorpos monoclonais (anti-IL-10, anti-IFN-γ, e anti-GzmB) foram transferidas 

para tubos de poliestireno (5mL) (BD Systems™) devidamente identificados. Em 

seguida, 25 μL das amostras de sobrenadante foram adicionados por 1h à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente foram adicionados 25 

μL do reagente de detecção, que é uma mistura de anticorpos anti-citocinas IL-10 e 

IFN-γ e anti-GzmB conjugadas à Phycoerythrin por 2h à TA e ao abrigo da luz. Após 

a incubação, as beads foram lavadas e 300 μL de solução tampão foram 

adicionados para ressuspender às esferas. As beads foram adquiridas dentro de 24h 

utilizando o citômetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson) do Núcleo de 

Plataformas Tecnológicas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM) / 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As análises foram realizadas através 

do Software FCAP Array versão 3.01 (Beckton Dickson). 

 

2.4 Análise Estatística  

 Foi realizado teste de normalidade (D’Agostino) onde foi verificado que os 

dados são não paramétricos, seguido do teste Kruskal-Wallis para avaliar 

associação entre os grupos e posteriormente o teste Mann-Whitney para 

comparação quantitativa das citocinas IL-10 e IFN-γ, e Granzima B entre grupos. A 

avaliação das correlações entre IL-10/IFN-γ/Gzm B versus % FEVE foram realizadas 

através do teste de correlação de Spearman. Todas as conclusões foram tomadas 

ao nível de significância de 5%. 

 

3. Resultados  

3.1 Produção de IL-10 na cardiopatia chagásica crônica 

  A figura 1 mostra a produção de IL-10 em sobrenadante de cultura in vitro 

de PBMC de portadores crônicos da doença de Chagas. Os resultados mostraram 

que não houve diferença estatística significante entre os grupos de pacientes nas 

condições de estímulo: sem estímulo, PHA e AgEpi de T. cruzi.  
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Figura 1. Concentração de IL-10 em sobrenadante de cultura de pacientes 

chagásicos. 
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Legenda: Grupos IND (n=19), CARD 1 (n=14) e CARD 2 (n=10). As linhas 

representam a mediana de cada grupo. A: Sem estímulo, B: estimulado com 

fitohemaglutinina, C: estimulado com antígeno do T. cruzi. 

 

3.2 Produção de IFN-γ na cardiopatia chagásica crônica 

 Verificamos que os grupos IND (SE, p 0.0347 e EPI, p 0.0169) e CARD1 

(SE, p 0.0205 e EPI, p 0.0092) apresentaram uma maior produção de IFN-γ na 
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cultura de PBMC sem estímulo e após estímulo com Ag-Epi de T. cruzi quando 

comparados ao grupo CARD2, (Figura 2 A e C, respectivamente). 

 

Figura 2. Concentração de IFN-γ em sobrenadante de cultura de PBMC de 

pacientes chagásicos. 
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Legenda: Grupos IND (n=19), CARD 1 (n=14) e CARD 2 (n=10). As linhas 

representam a mediana de cada grupo. A: Sem estímulo, B: estimulado com 

fitohemaglutinina, C: estimulado com antígeno do T. cruzi. 
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3.3 Produção de Granzima B na cardiopatia chagásica crônica 

 Nossos indivíduos dos grupos IND e CARD1 apresentaram maior produção 

de Granzima B quando comparados ao grupo CARD2, nos sobrenadantes de cultura 

sem estímulo (Figura A) e estimuladas com Ag-Epi de T. cruzi (Figura 3C), 

entretanto apenas os grupos IND e CARD2 (SE, p 0.0368 e EPI, p 0.0193) 

apresentaram diferença estatística entre si (Figura 3 A). 
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Figura 3. Concentração de Gzm B em sobrenadante de cultura de pacientes 

chagásicos. 
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Legenda: Grupos IND (n=19), CARD 1 (n=14) e CARD 2 (n=10). As linhas 

representam a mediana de cada grupo. A: Sem estímulo, B: estimulado com 

fitohemaglutinina, C: estimulado com antígeno do T. cruzi. 

 

3.4 Produção de IL-10, IFN-γ e Granzima B sem níveis basais 

 Analisamos os níveis de IL-10, IFN-γ e Granzima B através da subtração 

entre cultura estimulada com AgEpi e cultura sem estímulo. Assim, a produção de IL-
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10 foi maior entre os indivíduos do grupo CARD 1 (p 0.0439) quando comparados 

aos indivíduos do grupo CARD 2 (Figura 4 A). A produção de IFN-γ foi mais elevada 

entre os grupos IND vs CARD 2 (p 0.0261) e CARD 1 vs CARD 2 (p 0.0032) (Figura 

4 B). No caso da Granzima B, indivíduos do grupo IND (p 0.0440) apresentaram 

maiores níveis em comparação com o grupo CARD 2, entretanto o grupo CARD 1 

teve produção similar ao CARD 2 (Figura 4 C). 
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Figura 4. Concentração de IL-10, IFN-γ, Gzm B em sobrenadante de cultura de 

pacientes chagásicos por estímulo sem níveis basais.
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Legenda: Grupos IND (n=19), CARD 1 (n=14) e CARD 2 (n=10). As linhas 

representam a mediana de cada grupo. INDICE I: EPI – SE. 
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3.5 Correlação de IL-10, IFN-γ e Granzima B com FEVE % 

 Ao realizar o teste de correlação de Spearman verificamos que nenhum dos 

analitos apresentou correlação com os valores da fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo em nenhum dos grupos estudados. 

 

4. Discussão 

A resposta imune do portador da doença de Chagas induz diversos 

mecanismos complexos no intuito de controlar a parasitemia enquanto preserva o 

potencial de manter uma resposta celular e humoral contra o patógeno durante todo 

esse período da infecção pelo T cruzi [13]. Estudos tem demonstrado que na fase 

crônica da doença, os mecanismos de defesa do hospedeiro apresentam perfis 

diferentes de acordo com a forma clinica apresentada [14, 15].  

Indivíduos com cardiopatia chagásica geralmente apresentam deficiência em 

alguns mecanismos de controle da resposta imune, como a produção de IL-10. A IL-

10 é responsável de forma indireta pela diminuição na síntese de citocinas pró-

inflamatórias, controlando a resposta imune e os efeitos potencialmente lesivos 

dessa ativação sobre os tecidos do hospedeiro [15, 16]. 

Ao avaliar a IL-10, verificamos que não houve diferença estatística na 

produção dessa citocina em nenhum dos grupos do nosso estudo, entretanto o 

grupo IND na cultura sem estimulo apresentou maior produção dessa citocina. 

Corroborando com estudos que apresentam a IL-10 como uma citocina secretada 

predominantemente por pacientes portadores da forma indeterminada [7, 17]. 

Embora não apresentem o mesmo resultado que nosso estudo, um grupo de 

pesquisadores avaliaram cultura de PBMC após estimulação com antígenos na 

forma tripomastigota do T. cruzi, e após um ano de tratamento com o benzonidazol 

foi verificada uma inversão no perfil de citocinas, onde ocorreu uma redução na 

produção de IL-10 em indivíduos com a forma indeterminada e aumento de IL-10 no 

grupo cardíaco [18]. 

O perfil de resposta imune à infecção com T. cruzi caracterizada pela 

produção de IFN-γ e TNF-α está envolvida no processo de controle dos níveis de 

parasitemia [19]. Dentre as diversas citocinas, o IFN-γ tem sido associado, tanto em 

modelos experimentais, como também em humanos na infecção chagásica [20, 21]. 
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Pacientes com cardiopatia chagásica apresentam alta frequência de células T, 

secretoras de IFN-γ [22, 23, 24]. 

Em nosso estudo os grupos que foram estimulados por PHA apresentaram o 

padrão de expressão de IFN-γ, onde os pacientes cardíacos com acometimento leve 

e severo se apresentaram em maior quantidade quando comparados ao grupo 

indeterminado corroborando com estudos apresentados acima. Entretanto, na 

ausência de estímulo, nossos resultados foram discordantes, os grupos IND e 

CARD1 apresentaram maior expressão quando comparados ao grupo CARD2, e 

não apresentaram diferença estatística entre si. Já na presença do antígeno, o grupo 

cardíaco leve apresentou uma expressão mais elevada em relação ao 

indeterminado, entretanto, o grupo cardíaco severo continua demonstrando menor 

expressão entre todos os grupos. 

Alguns autores sugerem que o indivíduo com doença de Chagas na forma 

severa tem uma tendência a produzir mais IFN-γ [6, 17], comparado com os 

pacientes indeterminados, sob estimulação com antígenos do parasita, entretanto 

em nosso estudo o grupo indeterminado apresentou maior expressão de IFN-γ 

comparado ao grupo de indivíduos portadores da forma cardíaca severa, 

apresentando resultado discrepante com esses achados, já o grupo de indivíduos 

com a forma cardíaca leve apresentaram maior expressão quando comparados ao 

grupo indeterminado e cardíaco severo, em relação ao grupo IND o CARD1 está de 

acordo com a literatura, entretanto em relação ao CARD2 apresenta discrepância, 

pois a medida que há agravamento da cardiopatia a tendência seria aumentar a 

produção dessa citocina. 

Nossos resultados demonstram que em estímulo com PHA os grupos 

cardíacos apresentam maior expressão de Granzima B em relação ao grupo 

indeterminado, em contrapartida na presença do antígeno (EPI) o grupo 

indeterminado apresentou maior expressão desses grânulos em relação aos demais 

grupos avaliados. Um grupo de pesquisadores demonstram que pacientes na fase 

crônica da doença de Chagas com a forma indeterminada apresentam uma 

frequência de células TCD4+ expressando granzima B e que essa população estaria 

exercendo papel não apenas citotóxico, mas regulatório também [9]. As células 

Natural Killer (NK) e linfócitos T CD8 citotóxicos conseguem eliminar células 

infectadas com patógenos através da secreção de grânulos citolíticos como as 
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granzimas e as perforinas. Porém, esses grânulos citotóxicos não são capazes de 

destruir o parasita intracelular [25]. Estudos apontam que no infiltrado inflamatório do 

tecido cardíaco de camundongos e humanos apresentam em sua composição 

grande parcela de células expressando granzimas [8,10], sugerindo a participação 

desses grânulos citolíticos na cardiopatia chagásica. 

 Estudos demonstraram que os pacientes da forma indeterminada apresentam 

características moduladoras e alta expressão de IL-10, enquanto os pacientes 

cardíacos tem uma resposta inflamatória excessiva [7]. Curiosamente, no presente 

estudo todos os grupos apresentaram um padrão de expressão em resposta a cada 

estímulo utilizado na cultura de PBMC, discrepante da literatura que demonstra a 

resposta de acordo com a forma clinica apresentada pelo portador da doença. Os 

grupos IND, CARD 1 e CARD 2 quando estavam sem estímulo apresentaram maior 

expressão de IL-10 em relação aos outros analitos. Já ao serem estimulados por 

PHA, todos os grupos apresentaram maior expressão de Granzima B em relação 

aos outros analitos. Os grupos IND e CARD1 ao serem estimulados pelo antígeno 

do T. cruzi apresentaram maior expressão de IFN-γ, apenas o grupo CARD 2 não 

acompanhou esse padrão, apresentando maior expressão de IL-10 se comparado 

ao IFN-γ e Granzima B. 

 Adicionalmente também verificamos a produção de IL-10, IFN-γ e Granzima 

B sem os níveis basais, onde fizemos a subtração dos resultados com estímulos 

pelo resultados sem estímulos, podemos notar que mesmo sem diferença estatística 

os grupos cardíacos apresentaram maior produção de todos os analitos em relação 

ao grupo IND quanto estimulados por PHA, no caso do IFN-γ e Granzima B, eles 

acompanharam os resultados da literatura onde os grupos cardíacos apresentam 

resposta inflamatória mais intensa devida a sua maior produção [6,17], entretanto a 

IL-10 apresentou concordância com estudo onde seus níveis permaneceram maior 

nos pacientes cardíacos [18]. Já no caso dos estimulados por EPI todos os grupos 

apresentaram discrepância da literatura na produção dos analitos do nosso estudo. 

 Ao avaliar cultura de sangue total após estímulo de antígeno tripomastigota 

em pacientes nas formas IND e CARD demonstraram que houve diminuição dos 

níveis de células IL-10+CD4+ no grupo IND, enquanto aumentou a frequência de 

monócitos IL-10 + no grupo CARD [18]. Almeida e colaboradores [26] encontraram 

em suas análises maiores frequências de T regs CD4+CD25+FoxP3+ em pacientes 
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do grupo CARD quando comparados ao grupo IND, esses linfócitos tem função 

como trazer homeostase na resposta inflamatória [27], além disso também foram 

encontradas maiores populações de CD4+CD25highFoxP3+ no grupo CARD 

quando comparados aos IND. Com isso podemos concluir que os pacientes 

cardíacos mesmo sendo caracterizados com um perfil de resposta inflamatória 

exacerbada, os mesmos de alguma maneira são capazes de ativar e manter 

mecanismos de regulação, podendo assim, ocorrer essa inversão no perfil de 

citocinas presente na população em estudo. 

 Curiosamente, os grupos analisados nos estudos de Almeida e 

colaboradores [26] e de Melo [28] são os mesmos utilizados em nosso estudo. Como 

foi mostrado anteriormente, em Almeida foram encontrados uma maior frequência de 

T regs em pacientes do grupo cardíaco em relação ao grupo assintomático. 

Corroborando com esses achados, de Melo encontrou maiores níveis de linfócitos T 

CD8+CCR3+, T CD4+CCR4 e receptores de CCR3 em pacientes do grupo CARD 

em relação aos pacientes do grupo IND. 

 O receptor para quimiocinas CCR3 é definido como perfil imunomodulatório 

Th2 [29,30] e o receptor de quimiocinas CCR4 é conhecido por ser expresso 

seletivamente por células T auxiliares do tipo 2 (Th2) e células T regs, sendo assim, 

ligados a produção de citocinas regulatórias como IL-10 [31].  

 Por fim, esses achados ao corroborar com Almeida e de Melo, excluímos a 

possibilidade de erro no procedimento técnico, levantando a possibilidade de haver 

outras cepas do T. cruzi circulando no estado de Pernambuco, onde essas podem 

estar causando resposta imune de maneira inversa ao convencional nesses 

pacientes crônicos. Sugerimos mais estudos para avaliação da atividade 

imunológica na doença de Chagas, bem como estudos epidemiológicos para 

pesquisar novas cepas circulantes. 

 

5. Declaração de ética 

Os indivíduos envolvidos nesse estudo tiveram participação voluntária, tendo 

assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O sobrenadante de cultura 

utilizado em nosso projeto já estava estocado nas dependências do departamento 

de Imunologia do IAM/Fiocruz. A conduta de inclusão dos pacientes e os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do IAM/Fiocruz 
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(CAEE: 0032.0.095.000-10). Os indivíduos que se recusaram a participar do estudo 

não tiveram nenhum comprometimento quanto ao seu acompanhamento médico. 
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8 CONCLUSÃO 

Após estímulo com antígeno do T. cruzi os indivíduos do grupo IND 

apresentaram aumento nos níveis de IFN-γ e Granzima B, e os indivíduos do grupo 

CARD 2 apresentaram aumento nos níveis de IL-10. Portadores da forma cardíaca 

da Doença de Chagas também podem ativar e manter uma resposta regulatória. 

Além disso, sugerimos a presença de uma nova cepa de T. cruzi circulante no 

estado de Pernambuco, onde a mesma pode estar causando essa inversão na 

produção de citocinas. Sugerimos mais estudos com outras citocinas e 

subpopulações de células para que possa ter mais clareza sobre a participação da 

resposta do hospedeiro e quais impactos pode estar causando no portador da 

doença de Chagas e estudos epidemiológicos para pesquisar novas cepas 

circulantes. 
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ANEXO A – MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E 
ESCLARECIDO 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO PARA O PORTADOR 
DE Trypanosoma cruzi 

 
Título de projeto: Avaliação de marcadores imunológicos em portadores da 
cardiopatia da doença de chagas utilizando os antígenos CRA e FRA de 
Trypanosoma cruzi  
 
Eu,_________________________________________________________________
___________________, RG_______________________, residente na rua 
___________________________________________________________________
______________, n. ________ bairro _____________________, município 
__________________________, Estado ___, usuário do (s) telefone (s) ( ) 
______________________________, aceito participar desse estudo, cujo objetivo é 
analisar células do sangue diante de substâncias presentes no parasita causador da 
doença de Chagas (antígenos). Fui informado que como portador da doença de 
Chagas terei até seis colheres de chá de meu sangue (30 ml) coletadas através de 
um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartável. Esse procedimento é 
praticamente isento de risco, pois todo material utilizado é descartável, porém, 
poderá causar dor ou mancha vermelha (hematoma). Fui informado que depois da 
coagulação de meu sangue no tubo, a parte líquida (soro) será separada e guardada 
a -20C. Também fui informado que o meu sangue será cultivado e avaliado quanto à 
produção de citocinas (substâncias envolvidas no sistema de defesa contra 
doenças), quando em contato com os antígenos acima citados. Fui informado ainda 
que, se tais antígenos funcionarem como produtores de um padrão de citocinas nas 
formas clínicas crônicas da doença serão de grande auxílio para geração de 
conhecimento e futuramente para orientar a conduta médica relacionada ao 
tratamento do paciente. Também fui informado que os resultados dos meus exames 
clínicos como raio-X, eletrocadiograma e ecocardiograma, entre outros, serão 
consultados através de meu prontuário médico e avaliados pelos pesquisadores e 
meu médico. Além disso, também responderei a um formulário de pesquisa. Fui 
informado que os meus dados serão preservados em sigilo absoluto quando da 
publicação do resultado da pesquisa e que autorizo que sejam armazenadas 
amostras biológicas para utilização posterior. Também fui informado que tenho 
liberdade de recusar ou retirar o consentimento de participar da pesquisa sem sofrer 
nenhum tipo de penalização ou pressão e que não receberei nenhuma 
compensação financeira para participar deste estudo. Além disso, fui informado que 
participando ou não dessa pesquisa meu atendimento no ambulatório, bem como 
meu tratamento continuará acontecendo normalmente. 
 
Fui informado também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando uma 
em posse do pesquisador e outra comigo.  
 
Atesto que entendi o conteúdo deste termo de consentimento livre e esclarecido, 
concordo de livre e espontânea vontade em participar desse estudo e que esclareci 
todas as minhas dúvidas com o pesquisador responsável. 
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_______________________________   _______________________________ 
                       Paciente                                                  Assinatura 
 
_______________________________   _______________________________ 
                   Testemunha                                               Assinatura 
 
_______________________________   _______________________________ 
           Responsável pelo projeto                                   Assinatura 
 
 
Responsáveis principais pelo projeto:  

 
Yara M. Gomes (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2559/ 2101-2674  
Virginia M. Barros de Lorena (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/9965-1663  
Adriene S. Melo (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9734-4694  
Ana Karine Soares (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 8692-1419  
Suellen C. M. Braz (CPqAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9127-1868  
Maria da Glória de Melo (HUOC/UPE) Telefone: 2101-1441/ 9976-5398 
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ANEXO B – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

 

 

 


