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RESUMO 

Considerada uma citocina chave na imunopatologia em portadores crônicos, o TNF 

está envolvido em vários processos durante a resposta imune. Esta citocina se liga a 

dois receptores, o receptor de TNF do tipo 1 (TNFR1 ou CD120A) e o receptor de 

TNF do tipo 2 (TNFR2 ou CD120B). O TNFR2 tem expressão mais restrita em 

células imunes com mecanismos regulatórios, enquanto o TNFR1 tem participação 

em mecanismos inflamatórios. Ainda não está claro quais mecanismos estão 

envolvidos na evolução dos portadores de formas clínicas assintomáticas para 

sintomáticas, mas acredita-se que a resposta imune tenha importante contribuição. 

Dessa forma este trabalho teve como objetivo avaliar citocinas do perfil regulatório 

(IL-4 e IL-10) e inflamatório (TNF, IFN-γ, IL-2 e IL-6) em sobrenadante de cultura de 

células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes crônicos 

apresentando as formas clínicas indeterminada - IND (n=17) cardíaca leve - CARD1 

(n=13) e cardíaca grave - CARD2 (n=23), tratadas in vitro com dois bloqueadores de 

TNF, Adalimumabe (ADA) e Etanercepte (ETA) isolados ou em associação com 

Benzonidazol (Bz). Além de avaliar a expressão de TNFR1 e TNFR2 em linfócitos 

TCD4+, TCD8+, T reg, Monócitos totais e subpopulações (Clássicos, Intermediários 

e Não clássicos), além de correlacionar esses marcadores com a Fração de Ejeção 

do Ventrículo Esquerdo (FEVE). Os resultados apontam que o ADA foi mais 

competente em bloquear TNF (comparado ao ETA), em todos os grupos, mas com 

seus níveis muito mais reduzidos no grupo CARD 2. ETA diminuiu os níveis de TNF 

de forma estatística apenas no grupo CARD 2. IFN aumentou no grupo CARD 2 

após tratamento com ETA em relação ao ADA. IL-4 teve seus níveis diminuídos 

quando tratados por ambas as drogas. IL-2 diminuiu em células de portadores 

CARD 2 quando comparado ao grupo NEG após tratamento por ambas as drogas. 

Associação com o Benzonidazol diminuiu níveis de IL-2/TNF e aumentou IL-4. Ao 

avaliar a expressão de TNFR1 e TNFR2, os achados apontam aumento da 

expressão de TNFR1 em monócitos totais nos grupos IND e CARD2 quando 

comparado a células T reg e linfócitos TCD8+. Já o TNFR2 aumentou em células 

TCD8+ quando comparado aos monócitos totais na forma CARD2. Entre as 

subpopulações de monócitos, os não clássicos têm níveis maiores de TNFR1 em 

todas as formas clínicas quando comparado ao clássico, já TNFR2 tem níveis 

maiores em monócitos intermediários quando comparado aos clássicos. Houve um 

aumento de linfócitos TCD4+TNF+, TCD8+TNF+ em portadores de CARD2 quando 



 
 

comparado aos CARD1. Já nas subpopulações de monócitos, monócitos clássicos e 

intermediários expressaram níveis menores de TNF em portadores da forma clínica 

cardíaca quando comparado a cardiopatia não chagásica e portadores de IND. 

Mesmo esses receptores aumentando em portadores crônicos, houve uma 

correlação de células TCD8+ expressando TNFR1 ao dano cardíaco. Em resumo, 

concluímos que nossos dados reforçam a participação do TNF e de seus receptores 

na cardiopatia grave e traz perspectivas no uso desses bloqueadores no tratamento 

imunológico da doença de Chagas, já que o uso do Benzonidazol é extremamente 

limitado nesses pacientes.  

 
Palavras-chave: receptores do fator de necrose tumoral; fator de necrose 
tumoral alfa; cardiomiopatia chagásica; inibidores do fator de necrose tumoral; 
citocinas  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

Considered a key cytokine in immunopathology in chronic carriers, TNF is involved in 

several processes during the immune response. This cytokine binds to two receptors, 

the TNF receptor type 1 (TNFR1 or CD120A) and the TNF receptor type 2 (TNFR2 or 

CD120B). TNFR2 has more restricted expression in immune cells with regulatory 

mechanisms, while TNFR1 participates in inflammatory mechanisms. It is still unclear 

which mechanisms are involved in the evolution of patients from asymptomatic to 

symptomatic clinical forms, but it is believed that the immune response has an 

important contribution. Thus, this study aimed to evaluate regulatory (IL-4 and IL-10) 

and inflammatory (TNF, IFN-γ, IL-2 and IL-6) cytokines in peripheral blood 

mononuclear cell culture supernatant (PBMC) of chronic patients with the clinically 

undetermined - IND (n=17) mild cardiac - CARD1 (n=13) and severe cardiac - 

CARD2 (n=23) forms, treated in vitro with two TNF blockers, Adalimumab (ADA) and 

Etanercept (ETA) alone or in association with Benznidazole (Bz). In addition to 

evaluating the expression of TNFR1 and TNFR2 in CD4+, CD8+, T reg lymphocytes, 

total monocytes and subpopulations (Classic, Intermediate and Non-classical), in 

addition to correlating these markers with the Left Ventricular Ejection Fraction 

(LVEF). The results indicate that ADA was more competent in blocking TNF 

(compared to ETA) in all groups, but with much lower levels in the CARD 2 group. 

ETA statistically decreased TNF levels only in the CARD 2 group. IFN increased in 

the CARD 2 group after treatment with ETA relative to ADA. IL-4 had its levels 

decreased when treated by both drugs. IL-2 decreased in cells from CARD 2 carriers 

when compared to the NEG group after treatment with both drugs. Association with 

Benznidazole decreased levels of IL-2/TNF and increased IL-4. When evaluating the 

expression of TNFR1 and TNFR2, the findings point to an increase in the expression 

of TNFR1 in total monocytes in the IND and CARD2 form when compared to T reg 

cells and CD8+ lymphocytes. TNFR2 increased in TCD8+ cells when compared to 

total monocytes in the CARD2 form. Among monocyte subpopulations, non-classical 

ones have higher levels of TNFR1 in all clinical forms when compared to classic 

ones, while TNFR2 has higher levels in intermediate monocytes when compared to 

classic ones. There was an increase in CD4+TNF+, CD8+TNF+ in CARD2 carriers 

when compared to CARD1. In the subpopulations of monocytes, classical and 

intermediate monocytes expressed lower levels of TNF in patients with the clinical 

cardiac form when compared to non-chagasic heart disease and the IND form. Even 



 
 

though these receptors increased in chronic carriers, there was a correlation between 

CD8+ cells expressing TNFR1 and cardiac damage. These data reinforce the 

participation of TNF and its receptors in severe heart disease and bring perspectives 

on the use of these blockers in the immunological treatment of Chagas disease, 

since the use of Benznidazole is extremely limited in these patients. In addition to the 

search for biomarkers of clinical evolution in the disease. 

 

Keywords: tumor necrosis factor receptors; necrosis factor alpha tumor; chagas 

cardiomyopathy; tumor necrosis factor inhibitors; cytokines 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os mecanismos envolvidos na evolução clínica dos pacientes crônicos na 

doença de Chagas permanecem obscuros. Acredita-se que a resposta imunológica 

associada à persistência parasitária possa contribuir para o desenvolvimento da 

forma cardíaca.  O TNF é uma das citocinas chave na imunopatologia da doença 

tendo sua ativação quando ligado a seus receptores (TNFR1/2) e inibição quando 

ligada a receptores solúveis (sTNFR1/sTNFR2). Avaliar a expressão dos receptores 

de TNF de membrana bem como das formas solúveis desses receptores, pode 

esclarecer os mecanismos inflamatórios  exercidos pelos indivíduos portadores da 

cardiopatia chagásica crônica.  

Ao avaliar os receptores solúveis, Mocelin et al. (2005) não encontraram 

nenhuma diferença estatística significativa nos níveis plasmáticos de sTFNR1 entre 

portadores crônicos da doença de Chagas e indivíduos sem infecção. O pequeno 

número de indivíduos no estudo (n=28) e a técnica (ELISA) utilizada pelos autores 

podem ter sido vieses para o estudo. Em contrapartida, Torres et al. (2019) 

verificaram um aumento de sTNFR1/2 no soro de 132 portadores crônicos quando 

comparado aos não infectados, porém nenhum dos trabalhos mensurou os níveis de 

IL-10 uma vez que esta citocina está envolvida na regulação de receptores de TNF 

(JOYCE et al., 1994; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).  

González et al. (2018) verificaram que os níveis de TNFR2 foram maiores em 

células de sangue periférico de portadores com a forma indeterminada e cardíaca 

quando comparada aos não infectados. Por outro lado, os autores não encontraram 

diferença estatisticamente significativas nos níveis plasmáticos de TNF, nem de 

TNFR1 entre os portadores crônicos das diferentes formas clínicas ou quando estes 

foram comparados aos indivíduos do grupo controle.  

Há controvérsias no papel do TNF em portadores crônicos. TNF se encontra 

elevado em pacientes com CCC e está diretamente relacionado com o grau de 

acometimento cardíaco (FERREIRA et al., 2003; MOCELIN et al., 2005; 

RODRIGUES et al., 2012). Já Pisseti et al. (2009) viram que as dosagens 

plasmáticas de IFN-γ, IL-10 e de TNF não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas entre controles e indivíduos soropositivos. Em contrapartida, IL-10 

aumentou em portadores crônicos quando comparado aos saudáveis, e este 
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aumento chama a atenção para as propriedades imunomodulatórias com regulação 

do processo infamatório e escape do parasita (PISSETI et al., 2009).  IL-10 atua 

inibindo a atividade pró-inflamatória do TNF de maneira indireta pelo aumento de 

receptores solúveis e diminuição de receptores transmembranares ou de maneira 

direta pela inibição da liberação do TNF (JOYCE et al., 1994). Análises em 

sobrenadante de cultura revelaram que apenas o estímulo com mitógeno foi 

essencial para a produção de TNF em indivíduos infectados. Mesmo após estímulo 

dependente (com antígenos de Epimastigota (Epi) não houve diferença 

estatisticamente significativas entre portadores das formas cardíaca e indeterminada 

(LORENA et al., 2008; PISSETI et al., 2011). Esses achados revelam a importância 

do estudo do TNF e seus mecanismos em portadores crônicos.  

No estudo de Bilate et al. (2007) foi demonstrado que a ausência da 

sinalização do TNF-α (pela inibição com Etanercepte) e a infecção são importantes 

fatores aceleradores da insuficiência cardíaca em animais infectados, uma vez que a 

função ventricular e fração de ejeção ventricular esquerda (%FEVE) foram 

diminuídas após o tratamento com inibidor de TNF. Em contrapartida, a terapia com 

Infliximabe mostrou ser promissora no tratamento de camundongos infectados 

cronicamente. Pereira et al. (2014) viram que houve diminuição de TNFR1 em 

células T após o tratamento com Infliximabe. O bloqueio interrompeu a 

retroalimentação positiva da sinalização TNF/TNFR1, e dessa forma levou a 

diminuição da ativação celular induzida pelo TNF e de citocinas pró-inflamatórias 

bem como o aumento (PÉREZ et al., 2009) ou manutenção (PEREIRA et al., 2014) 

de IL-10. Essas drogas atualmente são utilizadas no tratamento de condições 

inflamatórias e auto-imunes em humanos. Não há estudos que avaliem qual perfil de 

citocinas e frequência dos receptores, em células provenientes dos portadores 

crônicos da doença de Chagas após bloqueio com essas drogas.  

Entender a relação desses receptores com a gravidade da doença de 

Chagas, ou ainda se esses receptores têm algum papel relevante em mecanismos 

que auxiliam ou inibem atividades deletérias do TNF, contribuiria para o melhor 

entendimento da imunopatogênese na doença. E dessa forma ainda poderiam 

tornar-se biomarcadores imunológicos de gravidade e/ou prognóstico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos epidemiológicos da doença de Chagas 

 

Dentre as 13 doenças mais negligenciadas do mundo estão as doenças 

tropicais causadas por protozoários (HOTEZ et al., 2008; WHO, 2013). As 

enfermidades causadas por protozoários da família Trypanosomatidae, que são as 

Leishmanioses e a Tripanossomíase Americana ou doença de Chagas, configuram 

grande impacto na expectativa de vida da população e afeta indivíduos com 

potencial produtivo, sobretudo em países subdesenvolvidos, com repercussão 

considerável na morbidade e mortalidade (HOTEZ et al., 2008; WHO, 2019). 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi tem maior 

influência na morbimortalidade nas Américas quando comparada a outras doenças 

parasitárias (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Habitualmente é confinada a 

áreas rurais pobres da América Central e do Sul, onde a transmissão vetorial, por 

várias espécies de triatomíneos, é a principal via de contaminação. Mas existem 

outras formas de transmissão que não necessariamente dependem diretamente do 

vetor. Sendo estas mais relatadas em regiões não endêmicas como o aumento da 

migração, transfusão de sangue, transplante de órgãos e transmissão vertical 

(ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014; DIAS; AMATO NETO, 2011; MALIK; SINGH; 

AMSTERDAM, 2015; NÓBREGA et al., 2009; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017).  

A globalização da doença de Chagas tem se tornado um desafio mundial pela 

migração de pessoas de países endêmicos para áreas não endêmicas, afetando 

mais de 8 milhões de pessoas ao redor do mundo, como: Estados Unidos, Austrália, 

Japão e países da Europa (SCHMUNIS; YADON, 2010; WHO, 2019).  

É endêmica em 21 países da América Latina, desde o sul dos Estados Unidos 

ao norte da Argentina e do Chile, onde a Bolívia e Brasil tem a maior taxa de 

prevalência, e constitui um dos grandes problemas de saúde pública por causar 

mais de 10.000 mortes anuais, superando os casos de malária (WHO, 2019). Além 

disso, aproximadamente 70 milhões de pessoas estão sob risco de infecção (BILBE, 

2015; WHO, 2013).  

No Brasil a infecção por via oral tem sido a principal via de contaminação e 

tem provocado surtos agudos, principalmente na região Norte (1156 casos) e 

Nordeste (24 casos), totalizando 1190 casos de doença de Chagas aguda no país 



25 

 

entre 2012 e 2016, alertando para a implementação de medidas sanitárias urgentes 

(BRASIL, 2019; COSTA-OLIVEIRA et al., 2023). 

 

                  

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2012). 

 

 

Apesar de mais de um século de sua descoberta, muitos aspectos 

permanecem obscuros e podem estar longe de serem elucidados pela extrema 

heterogeneidade da doença como tempo de evolução e período de incubação, 

reconhecimento insatisfatório de mortalidade, dados limitados sobre sequelas e 

ausência de dados fora dos países endêmicos (PINHEIRO et al., 2017). A falha no 

diagnóstico, ausência de biomarcadores de evolução clínica e principalmente drogas 

mais eficientes para o tratamento refletem o quão negligenciada e grave problema 

de saúde pública mundial é a doença de Chagas (STANAWAY; ROTH, 2015). 

 

 

 

 

Figura 1 Distribuição de casos estimados da doença de Chagas no mundo. 
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2.2  Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi  

 

O T. cruzi é um protozoário que possui ciclo biológico heteroxênico vivendo 

em hospedeiros vertebrados: o homem e mais de 150 espécies de mamíferos, 

assumindo ciclos silvestres e domésticos. Nos hospedeiros invertebrados, infecta 

diversas espécies de insetos hematófagos, com espécies de maior competência 

vetorial o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus 

responsáveis pela transmissão vetorial em áreas endêmicas (ARGOLO et al., 2008; 

RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010). 

Para o sucesso da infecção, há alguns importantes fatores no elo vetor, 

protozoário e humano que podem variar de espécie para espécie como intervalo da 

picada do triatomíneo; a eliminação das excretas contaminadas pelo parasito; 

número de parasitas nas fezes e intensidade do prurido (COURA, 2007). Os 

triatomíneos se infectam, quando ao fazer o repasto sanguíneo em animais ou 

humanos infectados, ingerem formas tripomastigotas circulantes, que se 

transformam em epimastigotas para se multiplicarem, e em tripomastigotas 

metacíclicos (forma infectante) novamente, na porção final do tubo digestivo desses 

insetos vetores (Figura 2) (BERN, 2015; RASSI; RASSI; MARCONDES DE 

REZENDE, 2012).  

A contaminação humana pelo vetor ocorre quando o triatomíneo infectado ao 

fazer o repasto sanguíneo, elimina excretas próximo ao local da picada. Nas fezes 

e/ou urina encontra-se a forma tripomastigota metacíclica que ganha o acesso 

sistêmico quando o indivíduo fricciona o local da picada podendo parasitar várias 

células, iniciando um novo ciclo de replicação (ARGOLO et al., 2008; BERN, 2015; 

TEIXEIRA et al., 2006). No interior das células o tripomastigota involui para a fase 

amastigota, que é a forma replicante do parasita (Figura 2). 
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Fonte: Adaptado de Bern (2015). 

 

2.3 Aspectos Clínicos da doença de Chagas 

 

A doença de Chagas é categorizada de acordo com os aspectos clínicos e 

laboratoriais em fases aguda e crônica (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI; 

RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). O período de incubação pode variar de 

acordo com a forma de contágio, variando de 20 a 40 dias pelo contágio com 

hemoderivados contaminados, 7 a 15 dias para transmissão vetorial e 2 a 22 dias 

para infecção oral (BOCCHI et al., 2017; DIAS et al., 2015). 

 Alguns sinais clínicos relacionados à transmissão vetorial são evidentes e 

fortes indicadores de infecção aguda na doença, como o sinal de Romaña, que 

indica contaminação pela mucosa ocular e chagoma de inoculação que indica 

contaminação pela pele, onde o local fica edemaciado. Além dos sinais e sintomas 

gerais, como febre, aumento de baço, fígado e linfonodos, outras manifestações, 

mais raras, podem acometer os indivíduos e levar ao óbito como meningoencefalia 

 
Figura 2 Ciclo de transmissão vetorial do Trypasonoma cruzi. 
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e/ou insuficiência cardíaca caracterizando uma doença aguda grave (MATTU et al., 

2013; RASSI; RASSI; MARCONDE DE REZENDE, 2012; RASSI; RASSI; MARIN-

NETO, 2010). 

Apesar de o Brasil ter recebido a certificação de eliminação vetorial em 2006 

pela Organização Mundial da Saúde, a manifestação aguda pela transmissão 

vetorial decresceu, porém, contaminação pela via oral, reagudização da doença em 

pessoas vivendo com HIV/AIDS ou que fazem uso de imunossupressores repercute 

em quadro agudo grave com grande impacto na morbimortalidade (BERN; MARTIN; 

GILMAN, 2011).  

A fase aguda na maioria dos indivíduos é assintomática e cursa com 

parasitemia no início da infecção. A sintomatologia é relacionada a carga parasitária, 

uma vez que nos indivíduos que se contaminam oralmente pela ingesta de alimentos 

contaminados com fezes de barbeiros infectados, o índice de mortalidade e 

sintomas é alto devido a elevada carga parasitária, implicando numa fase crônica 

mais grave (DIAS, 1982).  

   A fase crônica da doença, iniciada após quatro a dez semanas, é 

responsável pela maior parte das consequências clínico-patológicas do portador e é 

caracterizada pelo intenso infiltrado inflamatório com predomínio de células 

mononucleares, diferentes graus de fibrose e persistência do parasita, podendo 

culminar em doença grave, pois como consequência leva a disfunção vascular e/ou 

neurológica (MACHADO et al., 2012a; RIBEIRO et al., 2012). Além de desencadear 

resposta imune adaptativa, importante no controle parasitário. 

As formas clínicas da doença de Chagas crônica se dividem em forma 

assintomática, conhecida também como forma indeterminada responsável pela 

maioria dos casos (aproximadamente 60% dos infectados). Forma sintomática na 

qual, o indivíduo apresenta manifestações relacionadas com o coração (forma 

cardíaca) (30% dos infectados) e/ou esôfago e cólon (forma digestiva e/ou mista) e 

sistema nervoso central e periférico (raro) (DIAS et al., 2016) (Figura 3).  
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Fonte: Adaptado de Rassi, Rassi e Rassi (2007) e Rassi et al. (2017). Nota: As setas em negrito 

significam uma maior probabilidade de evolução 

 

Na forma indeterminada (IND) o portador tem as mesmas expectativas de 

vida de uma pessoa sem a doença. Esses indivíduos apresentam testes sorológicos 

reagentes, mas possuem exames de imagem normais e ausência de sintomas 

clínicos (DIAS et al., 2016; RIBEIRO; ROCHA, 1998; WHO, 2015). Uma proporção 

desses indivíduos desenvolverá (ou não) a forma cardíaca após décadas de 

evolução, o que torna a doença de Chagas um grande desafio, pois não há 

biomarcadores de evolução clínica (DIAS et al., 2016).  

A forma digestiva é representada por alterações na motilidade e absorção do 

esôfago e trato gastrointestinal (RASSI et al., 2017). Essas alterações são devido à 

perda neuronal que varia em graus e repercute no não fechamento dos esfíncteres 

Figura 3. Evolução da doença de Chagas nos portadores infectados. 
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que resulta em acúmulo de alimento e dilatação (RASSI; RASSI; MARCONDES DE 

REZENDE, 2012).  

A cardiopatia chagásica crônica (CCC) é definida como uma miocardiopatia 

dilatada relacionada à extensa fibrose e que resulta na progressiva perda de função 

contrátil do órgão, podendo culminar com insuficiência cardíaca (DIAS et al., 2016; 

MARIN-NETO et al., 2007; RICHARDSON et al., 1996). 

A disautonomia cardíaca, que é um funcionamento inadequado do sistema 

nervoso autônomo relacionado à perda neuronal, a hipótese microvascular, 

mecanismos imunopatológicos e persistência do parasita sendo os dois últimos mais 

bem aceitos são considerados mecanismos conhecidos que contribuem para a 

patogênese cardíaca (CASTRO et al., 2011). 

A forma cardíaca é a manifestação crônica mais grave e a maior responsável 

pela mortalidade na doença (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000). Geralmente os 

principais achados, que podem coexistir no mesmo paciente, incluem anormalidades 

no sistema de condução, bradiarritmias, taquiarritmias, aneurismas apical, 

insuficiência cardíaca e morte súbita que dependerá do dano do miocárdio (Figura 4) 

(RASSI et al., 2017; RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).  

O T. cruzi promove, direta ou indiretamente, danos no tecido especializado de 

condução, miocárdio contrátil e no sistema nervoso intramural levando a inflamação, 

necrose e fibrose com repercussão hemodinâmica e cardiovascular (CASTRO et al., 

2011). Além disso, o intenso infiltrado inflamatório frente ao parasita contribui para 

sua diminuição tanto a nível sistêmico quanto a nível tecidual. Porém devido à 

persistência do parasita na fase crônica, uma resposta imune celular é montada 

levando a exaustivo dano tecidual sem reparos (GUTIERREZ et al., 2009).  
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Figura 4. Apresentações clínicas mais frequentes na cardiopatia chagásica crônica. 

 

Fonte: Alves et al., (2023). Nota: VE: Ventrículo esquerdo. AVC: Acidente Vascular Cerbral  
 
 

A CCC é classificada em estágios, A, B, C e D de envolvimento cardíaco, de 

acordo com a I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da 

Cardiopatia Chagásica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). O 

estágio A (ou seja, sem cardiopatia) descartadas as alterações digestivas, 

corresponde a forma indeterminada, com eletrocardiograma (ECG) e 

ecocardiograma (ECO) normais além de ausência de insuficiência cardíaca. O 

estágio B é subdividido em B1 e B2, onde em B1 o indivíduo apresenta alterações 

no ECG e percentual da fração de ejeção ventricular esquerda (%FEVE) acima de 

45% apresentada no ECO o que difere do paciente B2 que apresenta %FEVE menor 

que 45%. O paciente pertencente ao grupo C e D já apresentam insuficiência 

cardíaca, com sintomas prévios ou atuais. A FEVE também é relacionada com o 

diâmetro ventricular (DV), ambas dadas no ECO. Quanto maior o diâmetro do 

coração e menor FEVE pior o prognóstico (CASTRO et al., 2011; DIAS et al., 2015).  

Não se sabe ao certo quais os mecanismos envolvidos na evolução do 

portador da forma indeterminada para a forma sintomática, podendo durar décadas 

para que o indivíduo tenha os sinais e sintomas dessa fase. Dessa forma os 

indicadores clínicos ou sorológicos em pacientes que progridem para a fase 

determinada da doença (por exemplo, sintomáticos e muitas vezes fatais) 

permanecem pouco claros (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015). No entanto, 
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manifestações da fase crônica, se presente, persistem, e em alguns pacientes se 

tornam mais graves com o tempo. Não há marcadores laboratoriais bem definidos, 

características do paciente ou medidas clínicas que predizem de forma confiável a 

progressão da doença de Chagas (RASSI et al., 2017). 

 
2.4 Aspectos imunes da doença de Chagas 

 

Os estudos em modelos animais foram essenciais e contribuíram com 

achados relevantes acerca da imunologia na doença de Chagas, principalmente na 

fase aguda, contudo vários aspectos como o evento desencadeador, ainda não são 

claros no estudo imunológico na doença humana (BRENER; GAZZINELLI, 1997; 

DUTRA; ROCHA; TEIXEIRA, 2005; SATHLER-AVELAR et al., 2009).  

 A resposta imune na doença de Chagas tem relação com a carga parasitária, 

vias de infecção, fatores de virulência do parasita, do hospedeiro e influência de 

fatores neuroendócrinos (MORROT et al., 2016). Podendo ser benéfica no início da 

infecção e relacionada com controle da parasitemia, mas com prejuízos evidentes 

em portadores crônicos sintomáticos, sobretudo com a forma cardíaca.  

Após a invasão do parasita e interação com as células, há uma forte ativação 

da resposta imune inata e adaptativa, que juntas atuam mas não são suficientes 

para eliminação completa do T.cruzi. Este protozoário adquiriu vários mecanismos 

de evasão do sistema imunológico como resultado de uma extensa história de 

coevolução entre parasita-hospedeiro (ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018).  

 

2.4.1 Imunidade Inata  

 

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa em hospedeiros 

vertebrados. Dentro desse tipo de resposta, o sistema complemento tem importante 

contribuição contra diferentes patógenos, em três vias de ativação: clássica, 

alternativa e das lectinas. Incluindo mais de 40 proteínas plasmáticas, o sistema 

complemento atua (convergindo para a formação da C3 convertase) de maneira 

indireta levando a opsonização e recrutamento de células fagocíticas ou diretamente 

levando a eliminação do T. cruzi pela formação de poros de ataque a membrana 

(MAC) em sua superfície (ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018). 
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A via das lectinas e via alternativa são importantes cascatas ativadas na 

infecção inicial pelo T. cruzi, sobretudo contra formas epimastigotas e algumas 

cepas de tripomastigotas metacíclicos (LIDANI et al.,2017). Porém este parasita 

pode inibir a ativação dessas vias através de algumas proteínas já bem 

caracterizadas como a proteína reguladora do complemento (TcCRP) e outras 

(LIDANI et al.,2017).   

Além do sistema complemento, Monócitos/Macrófagos, Neutrófilos e Células 

dendríticas, são considerados importantes fagócitos recrutados nas defesas inatas 

do hospedeiro na doença de Chagas, pois camundongos com depleção dessas 

células não sobreviveram diante da infecção pelo T. cruzi. Essas células expressam 

diferentes receptores que reconhecem padrões, expressos na superfície (Toll Like 

Receptors – TLR1,2,4,5 e 6) ou intracelulares (TLR 7,8 E 9) que reconhecem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMP’s) e ao dano (DAMP´s) 

(DOLASIA et al., 2017). 

Dentre os PAMP’s do T. cruzi mais bem estudados e com capacidade de 

ativação das células, destacam-se: glicoproteínas tipo mucina (GPI), 

glicoinositolfofolipideos (GILP’S) além de material nuclear como ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e ácido ribonucleico (RNA) que se ligam a TLR2, 4, 9 e 7, 

respectivamente.  Esse reconhecimento dos diferentes PAMP’s por fagócitos são 

importantes para indução de diferentes perfis de células e citocinas (BAFICA et al., 

2011; CAETANO et al., 2011).  

Pinto et al., 2018 verificaram a diminuição de TLR-2 em monócitos 

intermediários de portadores de doença de chagas na forma grave (CARD2) 

estimulados com antígenos de T. cruzi, assim como diminuição da expressão de 

TLR-4 em monócitos clássicos de portadores da forma indeterminada (IND). A 

regulação negativa desses receptores é um evento importante na redução da 

capacidade fagocitária e um mecanismo desenvolvido por portadores IND para 

controle da inflamação (PINTO et al., 2018).  

Os monócitos são classificados de acordo com a expressão de CD14 e CD16 

em clássicos (CD14 ++ CD16−) onde apresentam alta capacidade fagocítica e dessa 

forma apresentam perfil pró-inflamatório, correspondem a maior parte dos monócitos 

(aproximadamente 90%). Em contrapartida, monócitos não clássicos (CD14 + CD16 

++) apresentam perfil anti-inflamatório. Já os monócitos intermediários (CD14 ++ 

CD16 +) expressam níveis mais altos de MHC-II. (PINTO et al., 2018).  
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Monócitos são uma importante fonte de mediadores inflamatórios em 

pacientes com doença de Chagas crônica, pois a depleção dessas células em 

cultura regulou negativamente a proliferação celular, além de diminuir citocinas pró e 

anti-inflamatórias em portadores de DC (LUNA-GOMES et al., 2014). PINTO et al. 

(2018) avaliaram a expressão de CD86 em subpopulações de monócitos; clássicos 

(CD14++ CD16-), não clássicos (CD14+CD16++) e intermediários (CD14++CD16+) 

após estímulo in vitro com antígenos de tripomastigotas e verificaram que essa 

expressão foi maior em monócitos de pacientes IND quando comparados aos 

indivíduos não infectados (NI). Essa expressão influenciou um perfil pró-inflamatório 

nesses pacientes 

Macrófagos e células dendríticas são células apresentadoras de antígenos 

(APC´s) que ao fagocitar e apresentar antígenos do T. cruzi para Linfócitos naive, 

começam a montar uma resposta, pela produção de citocinas que contribuem para 

formação e polarização para uma ampla diversidade de perfis pró e anti-

inflamatórios, sobretudo IL-12. Na deficiência do gene que produz IL-12 é possível 

verificar a importância dessa citocina no controle da parasitemia, mortalidade e 

impacto na produção de outras citocinas, como TNF e IFN-γ. (SILVA et al., 2003).  

A apresentação de antígenos por células dendríticas foi avaliada em 

experimentos humanos. Ocorreu uma diminuição do complexo principal de 

histocompatibilidade (HLA I e II), bem como a expressão do co-receptor CD40, o que 

levou a diminuição dos níveis de IL-12 e TNF após contato com fatores solúveis do 

parasita (PAMP’s). Dessa forma, o T. cruzi modula a funcionalidade das células 

dendríticas, afetando sua capacidade de ativar mecanismos da resposta imune 

adaptativa (OVERTVELT et al., 1999; ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018). 

As células natural killer (NK) tem papel muito importante no combate a vírus e 

outros parasitas intracelulares como o T. cruzi. Essas células, diferentemente das 

outras da imunidade inata, eliminam os patógenos através da toxicidade mediada 

por seus grânulos, num mecanismo similar aos linfócitos TCD8. Mas, é importante 

destacar que na infecção pelo T. cruzi, o papel das células NK no controle da carga 

parasitária tem mais a ver com a morte do parasita extracelular do que com a 

eliminação das células infectadas por ele, uma vez que foi observado um padrão de 

liberação de grânulos independente de perforina que é um granulo usado por 

Linfócitos CD8 para perfurar células infectadas. (LIEKE et al., 2004).  
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São reguladas e ativadas por IL-12, IL-15 e IL-18 que induzem a um pico de 

produção de IFN-γ (logo após a infecção) que ativa macrófagos e influencia na 

diferenciação de Linfócitos T virgens em direção ao perfil T helper 1 (Th1) 

(CARDILLO et al., 1996; ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018). Em humanos, a 

expressão de genes relacionados à atividade citotóxica das células NK foi 

encontrado aumentado em portadores assintomáticos e cardiopatas leves e 

diminuídos em pacientes com cardiopatia grave. Subpopulações de células NK foi 

avaliada em portadores de doença de chagas crônica. Células NK maduras 

(predominantemente citotóxica) aumentou em portadores assintomáticos em 

comparação a portadores cardíacos, esses dados sugerem uma manutenção da 

ausência de sintomas nesses pacientes.  (FERREIRA et al., 2015; VITELLI-

AVELLAR et al., 2005).  

 

2.4.2 Imunidade adaptativa  

Linfócitos T e B são células que fazem parte da resposta imune adaptativa. 

Esse tipo de resposta é dividido em imunidade celular e imunidade humoral. 

Linfócitos B são um importante elo entre imunidade inata e adaptativa, pois além de 

apresentar antígenos para outras células, se diferenciam em plasmócitos e secretam 

anticorpos além de citocinas.   

A persistência do parasita é uma grande complicação na imunopatologia 

chagásica, pois mesmo tendo produção de anticorpos anti-T.cruzi responsáveis no 

controle da parasitemia na fase aguda, eles não o eliminam efetivamente. A 

resposta deficiente de anticorpos tem relação com a grande variação de antígenos 

do parasita que consequentemente impacta na ativação de clones de linfócitos B 

específicos, produção e maturação de anticorpos neutralizantes e apoptose de 

Linfócitos B na medula óssea (PITCOVSKY et al., 2002). 

Além disso, muitos estudos ressaltam a existência de mecanismos auto-

imunes como decorrência da infecção com maior presença na fase crônica, ainda 

que anticorpos anti- laminina foi detectado em humanos na fase aguda, sugerindo 

que mecanismos de auto reatividade podem começar desde a fase inicial da 

doença. Mimetismo molecular entre parasita e hospedeiro leva a auto-anticorpos. 

Dentre essas moléculas estão fragmentos de proteínas do T. cruzi como a B13, 

proteínas P ribossomais e FL-160 que são similares a cadeia pesada de miosina 
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humana, receptores muscarínicos e proteína neuronal, respectivamente (BONNEY 

et al., 2015; CUNHA-NETO et al., 2011).   

Linfócitos B são fundamentais para o estabelecimento de populações de 

Linfócitos T de mémoria específicos para o T. cruzi, pois na ausência de células B, 

resultou numa produção deficiente de linfócitos TCD4+ e TCD8+ além de Th1, Th17 

e T regulatórias (T reg) (SERRÁN et al., 2017; CARDILLO et al., 2007). Há 

discordâncias quanto a frequência de células B (CD19+) circulantes em humanos, 

estudos mencionam o aumento dessa população durante a fase aguda tardia e início 

da fase crônica e outros que não encontraram diferenças dessas frequências entre 

portadores crônicos quando comparado aos saudáveis (SATHLER- AVELLAR et., 

2003; FARES et a., 2013).  

Entretanto Fernandez et al., 2014 demonstraram que a infecção crônica pelo 

T. cruzi altera a distribuição de algumas subpopulações de células B no sangue 

periférico estando relacionado a desregulação de Linfócitos TCD4+ provocada pelo 

parasita. Há uma diminuição em células B de memória, CD19+CD27+IgD-; 

CD19+CD27+CD128+ e aumento de células B não convencionais, o que impacta na 

incapacidade das células B de produzirem anticorpos IgG+. (FERNANDEZ et al., 

2014).  

Outra população de células B, as B regulatórias (Breg) estão aumentadas em 

portadores crônicos. Esta célula tem sido cada vez mais estudada na infecção pelo 

T. cruzi. Produzem IL-10, IL-35 e fator de transformação do crescimento beta (TGF-

β) e são relacionadas com a supressão de células T patogênicas. No entanto, não 

está claro o papel dessa população de Linfócitos B na doença de Chagas, se tem 

efeito benéfico pela contenção da inflamação ou maléfica por favorecer a presença 

do parasita (ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018; FARES et al., 2013).  

Os Linfócitos T efetores (TE) são gerados após reconhecimento do antígeno 

pelo receptor de células T (TCR) via MHC I e II. A reposta dessas células é 

classificada em três fases: iniciação e expansão, resolução e contração e memória 

imunológica. Na fase de iniciação os Linfócitos multiplicam-se e se expandem em 

células TE. Moléculas de superfície como CD69, CD25, CD40L E CTLA-4 tem sua 

expressão aumentada, além de receptores de quimiocinas. As TE podem produzir 

uma citocina ou várias, sendo classificadas como T monofuncionais e polifuncionais, 

respectivamente (LAIDLAW et al., 2016; ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018).  
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Ainda que, em portadores crônicos da doença de Chagas, os níveis 

circulantes de Linfócitos T ativados produtores de citocinas tem uma frequência 

aumentada.  Sua resposta proliferativa é baixa, após estímulo, in vitro, com 

mitógeno. Em células de indivíduos saudáveis que foram infectadas com antígenos 

do T. cruzi também impacta negativamente na capacidade proliferativa (DUTRA et 

al., 2008; ACEVEDO et al., 2017; GIRALDO et al., 2018).  

Linfócitos T são importantes mantenedores da baixa parasitemia em 

portadores cônicos, uma vez que durante a co-infecção pelo HIV, ocorre uma rápida 

progressão da doença de Chagas (VAIDIAN; WEISS; TANOWITS, 2004). Apesar de 

haver um aumento dessa população celular na circulação dos portadores, os 

linfócitos T parecem não ser tão responsivos a estímulos, uma vez que sua atividade 

proliferativa é diminuída assim como seus receptores de ativação (ACEVEDO et al., 

2017; GIRALDO et al., 2013; MACHADO et al., 2012b).  

Essa baixa capacidade efetora pode ser atribuída a um aumento de uma 

população celular denominada de linfócitos T de memória central (TMC), revelando 

estado de ativação crônica (FIUZA et al., 2009) aliada a infecção persistente por T. 

cruzi promovendo exaustão, que pode contribuir para a progressão da doença em 

indivíduos infectados a longo prazo. Assim, foi verificado que há respostas 

polifuncionais de células T em crianças em estágios iniciais de infecção crônica, 

porém, essa resposta polifuncional não é vista em adultos infectados a longo prazo, 

passando então a ter uma resposta monofuncional (ALBAREDA et al., 2013).  

Os linfócitos TCD8+ são ativados mediante interação do TCR com MHC I em 

APCs e citocinas provenientes de células T helper (principalmente IFN-γ). Os 

linfócitos T ativados conseguem eliminar a célula infectada com amastigotas, 

tornando-se T citotóxico ricos em grânulos contendo granzima e perforina 

(WILLIAMS et al., 2007). Essa população de células tem uma participação muito 

importante na infecção pelo T. cruzi, pois a depleção em camundongos infectados 

não sobrevivem na fase aguda (TARLETON, 1990).  

Em portadores de cardiopatia chagásica grave foi constatada uma diminuição 

na frequência de Linfócitos T CD8+ circulantes quando comparado ao grupo 

assintomático e com cardiopatia leve. Os autores sugerem que pode haver uma 

prevenção na progressão da sintomatologia cardíaca (ALBAREDA et al., 2006). 

Porém essas células também têm relação ao dano tecidual em portadores de formas 

clínicas sintomáticas, como cardíaca e digestiva.  Os infiltrados inflamatórios nesses 
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portadores são ricos em Linfócitos TCD8+ com expressão aumentada de moléculas 

citolíticas, como granzima, sugerindo dano. (DUTRA et al., 2008; LANNES-VIEIRA et 

al., 2003).  

As células T CD4+ são importantes na secreção de citocinas que modulam a 

atividade de outras células, principalmente macrófagos, DCs e outros linfócitos. São 

componentes principais de infiltrados de lesões cardíacas, sugerindo participação na 

resposta ao T. cruzi. Ainda assim, não está claro a compreensão de sua participação 

na doença de Chagas tal qual células CD8+ (ACEVEDO et al., 2017; GIRALDO et 

al., 2018). 

No que diz respeito à proteção, estudos sugerem que é preferível uma 

resposta coordenada entre perfis Th1 e Th2, com predominância dos mecanismos 

efetores via Th1 para o controle e eliminação parasitária. (HOFT et al., 2005). Assim, 

indivíduos que apresentam a forma cardíaca expressam níveis exacerbados de 

linfócitos do perfil pró-inflamatório, Th1, com consequente atenuação de uma 

resposta anti-inflamatória, representada pelo perfil de linfócitos Th2. Esse 

desequilíbrio revela a complexidade da resposta imune contra o T. cruzi e sugere 

que os focos inflamatórios incessantes, característicos da doença crônica, 

repercutem a produção plasmática de células e citocinas (CUNHA-NETO et al., 

2005). 

As citocinas produzidas pelos linfócitos ativados desempenham papel 

importante na regulação da resposta imune, principalmente pela família da IL-12, e 

são implicadas na resistência a infecção e evolução da doença de Chagas 

(BRODSKYN; BARRAL-NETO, 2000; ACEVEDO; GIRARD; GÓMEZ, 2018). Estudos 

em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) revelam que após estímulo 

derivados do parasita, in vitro, há produção de citocinas inflamatórias e anti-

inflamatórias e o perfil de citocinas produzido pelas células está relacionado com as 

formas clínicas da doença (CUELLAR et al., 2008; DUTRA et al., 1997; GOMES et 

al., 2003; SOUZA et al., 2004, 2007).  

As análises de perfis de citocinas pró e anti-inflamatório sugerem que a IL-10 

está mais elevada em indivíduos com a forma IND quando comparada aos da forma 

CARD, sugerindo que esta citocina esteja controlando a morbidade da doença por 

impedir a progressão para as formas clínicas sintomáticas (ARAÚJO et al., 2011; 

COSTA et al., 2009; GOMES et al., 2003; MAGALHÃES et al., 2012; SOUZA et al., 

2004).  
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Em contrapartida, citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α estão em 

níveis mais elevados em portadores da forma cardíaca e possivelmente, 

representam piora da função cardíaca (Figura 5). Além disso, níveis elevados de 

TNF-α estavam presentes em indivíduos portadores da cardiopatia que foram a óbito 

por acidente vascular cerebral (AVC), sugerindo que níveis elevados de TNF-α 

aumenta o risco de desenvolvimento de AVC (GUEDES et al., 2016; TALVANI et al., 

2004).  

As células T reguladoras (Treg)  tem função crucial no sistema imunológico 

pois além de ter relação com mecanismos de tolerância, reconhecendo 

autoantígenos, também participa na modulação de outras células, diminuindo a 

atividade de células T com potencial patogênico ou danoso ao hospedeiro via IL-10 

e TGF-β. No contexto da doença de chagas e diante de todo o exposto, essa 

população de linfócitos está aumentada em portadores assintomáticos quando 

comparado aos sintomáticos sobretudo a forma cardíaca (VITELLI-AVELAR et al., 

2005; SILVEIRA et al., 2009; ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2011).  

É importante destacar que linfócitos Treg de portadores com a forma cardíaca 

leve e grave tem a capacidade regulatória modulada negativamente. Como exposto 

anteriormente, portadores que apresentam essa forma clínica parecem ter uma 

reposta desbalanceada (GUEDES et al., 2012).  

ACEVEDO; GIRARD; GÓMEZ, 2018 são enfáticos ao pontuar: “é tentador 

especular que uma estratégia de intervenção imunológica poderia ajudar (se não 

curar) portadores cronicamente infectados”. É notável o grande envolvimento da 

resposta imune nesses pacientes, ficando claro os mecanismos de desregulação. 

Imunoterapias tem sido cada vez mais utilizadas em pacientes onde a resposta 

imune é deletéria, e nos portadores crônicos esse tipo de foco deve ser levado em 

consideração principalmente colocando o TNF como alvo de bloqueio.  
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Figura 5. Resposta imunológica nas formas clínicas crônicas da doença de Chagas 
humana. 

 

Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2009). 

 

 

2.5 Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Receptores do Fator de Necrose 

Tumoral (TNFRs) 

 

Nas pesquisas iniciais envolvendo câncer, achava-se que extratos de 

bactérias levavam a regressão de certos tumores em animais e humanos. 

Inicialmente pensou-se ser o Lipopolissacarídeo (LPS) presente na parede celular 

das bactérias gram - o responsável por isso, mas foi constatado que as células 

tumorais subcutâneas entravam em necrose por um determinado fator necrosante, 

provenientes de macrófagos, em resposta ao próprio LPS. Mais tarde, esse fator 
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necrosante foi chamado de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (COLEY, 1910; 

1944; CARSWELL et al., 1975)  

De maneira geral, faz parte de uma superfamília (TNFSF) composta por 19 

proteínas estruturalmente similares que se liga a uma ampla variedade de 

receptores (TNFRSF) composta por 29 receptores. O TNF- α ou membro da 

superfamília TNF 2 (TNFSF2) ou simplesmente TNF (também já foi denominado de 

Caquectina, por ter sido associado a caquexia, e Linfotoxina) é uma citocina que 

desempenha várias funções na imunidade inata e adaptativa. Em condições 

fisiológicas sua produção e funcionalidade tem tendência limitada, porém quando 

sua produção é aumentada e descontrolada é associado com doenças inflamatórias, 

autoimunes, crônicas e geração de alguns tipos de câncer. Por ter produção 

aumentada no tecido adiposo, na obesidade, também é conhecido como Adipocina 

(TRACEY et al., 1990; BODMER et al., 2002; LOCKSLEY et al., 2002; MATHIS et 

al., 2011; SETHI; HOTAMISLIGIL, 2021).  

O TNF é produzido por uma diversidade de células imunes e não imunes, 

sendo a primeira citocina a ter seus níveis aumentados minutos após qualquer 

lesão, acompanhado mais tardiamente de IL-1 e IL-6, que também são dependentes 

da liberação previa de TNF. Sendo, portanto, uma importante molécula do sistema 

imunológico (MONACO et al., 2014).  

Considerado portando altamente inflamatório e mais pleiotrópica, ou seja, 

desempenhando funções em diversos tipos celulares (FONG et al., 1989). 

Atualmente seu papel é associado a várias patologias infecto parasitárias, 

autoimunes, neoplásicas, inflamatórias e metabólicas (SEDGER; MCDERMOTT, 

2014). (Figura 6) 
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Figura 6. Funções do fator de necrose tumoral (TNF) 

 

Fonte: KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2015 

 

O TNF existe como duas formas de sinalização: trímero transmembranar 

(mbTNF), que se liga a outras células numa sinalização parácrina clássica e um 

trímero solúvel (sTNF), que é resultado de uma clivagem realizada pela enzima 

conversora de TNF-α (TACE ou ADAM17). Dessa forma, com a ação da enzima 

TACE, o mbTNF é convertido a TNF solúvel (sTNF), que é a forma circulante com 

capacidade endócrina de agir em locais distantes (BLACK et al., 1996; MOSS et al., 

1997; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).  

 O sTNF e o mbTNF se ligam aos seus receptores transmembranares, os 

receptores de fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1/TNFRSF1/CD120A ou p55) 

e do tipo 2 (TNFR2/TNFRSF1B/CD120B ou p75), onde o mTNF é um ligante mais 

potente para TNFR2, e o sTNF pelo TNFR1 (Figura 7). 

O TNFR1 é encontrado constitutivamente na maioria das células, porém o 

TNFR2 tem expressão muito mais restrita à células imunes, como Monóctios, 

Linfócitos Treg (levando a uma estimulação dessa subpopulação de células ) além de 

células endoteliais e neurônios (CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004), 

mas ambos podem se interagir na célula, pelo fenômeno conhecido como 

“passagem de ligante” regulando a associação de TNF com o TNFR1. Esses 

receptores também são clivados pela TACE e se tornam receptores solúveis do tipo 

1 e 2 (sTNFR 1 e sTNFR2) considerados potentes inibidores naturais de TNF-α, uma 
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vez que são capazes de competir pelo sítio de ligação do TNF-α, modulando sua 

bioatividade (ADERKA et al., 1992; VAN ZEE et al., 1992; MOHAMED-ALI et al., 

1999).  

 O TNFR1 contém um domínio de morte em sua constituição e por isso 

quando ligado ao TNF induz ativação de fator nuclear (NFKB) e proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK) que leva a morte celular por apoptose, necroptose e 

piropse, este processo promove e exacerba a inflamação. (ANDERTON et al., 2020).  

É importante destacar que a morte celular não é uma resposta padrão das 

células ao TNF, e que o processo de morte ocorre quando algum ponto na via 

intracelular é inativado. Vários eventos moleculares e de transdução de sinais 

acontecem depois que ocorre a interação do ligante com os receptores, esses 

eventos são importantes para o TNF-α desempenhar todas suas funções. Após 

ativação via TNFR1, o complexo I é formado (ligado a membrana da célula) levando 

a ativação da MAPK e de NFKB, bem como do fator 2 associado ao TNFR (TRAF2) 

que culmina com a expressão aumentada de genes pró-inflamatórios. Quando o 

complexo I é dissociado da membrana e associado a proteína contendo o domínio 

de morte (FADD) e a caspase 8 forma-se então um complexo potencialmente 

citotóxico, o complexo II. ANDERTON et al., 2020).   

Existem três mecanismos que reprimem a atividade citotóxica promovida pelo 

complexo II. O inibidor do fator nuclease KB quinase (IKK) que atua inibindo a 

atividade da proteína quinase 1 (RIPK1). O segundo mecanismo é a regulação 

positiva, dependente de NFKB, de genes pró-sobrevivência, como o gene que 

codifica a proteína inibidora do tipo FLICE (FLIP).  O terceiro mecanismo consiste na 

clivagem da RIPK1 pela caspase 8, dessa forma inibindo-a.  

Ao contrário, o TNFR2 não tem domínio de morte, mas pode induzir 

indiretamente a morte celular via TNFR1, pela passagem do ligante em que o TNF-α 

se liga ao TNFR1 (TARTAGLIA et al., 1993a, 1993b). Este receptor forma um 

complexo intracelular com o fator associado ao receptor de TNF (TRAF) (REDDY et 

al., 2000). Como não tem domínio de morte, o TNFR2 pode recrutar o TRAF para 

ativar NFKB e MAPK.  Este receptor está mais associado com efeitos homeostático 

como sobrevivência celular e regeneração de tecidos. Em camundongos deficientes 

de TNFR2 a capacidade proliferativa de células CD4+ e CD8+ foi prejudicada 

levando a diminuição da produção de citocinas inflamatórias (KIM et al., 2006; 2008).  
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Figura 7. Processo de síntese e interação do TNF com TNFR. 

 

Fonte: Adaptado de MacEwan, (2002) e Kalliolias; Ivashkiv, (2015). Nota: TACE: Enzima Conversora 
de TNF-α. NFκB: Fator nuclear κ B. MAPKs: Proteína quinase ativada por mitógeno. MKLK: Domínio 
de quinase de linhagem mista. AKT: Proteína quinase B. 

 

Diversas doenças estão associadas ao TNFR1 e TNFR2 incluindo distúrbios 

metabólicos como diabetes mellitus do tipo 2. O TNFR1 induz a resistência à 

insulina mediada pela ligação ao TNF-α, pois o TNF-α age nos receptores de 

insulina (SALTIEL, 2001). Além disso, foi demonstrada uma correlação entre os 

receptores solúveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) e distúrbios cardiovasculares 

associados com rigidez arterial podendo contribuir diretamente para arteriosclerose 

e insuficiência cardíaca (KIM et al., 2016; SAFRANOW et al., 2009). Por outro lado, 

a inibição do TNFR1 leva a atenuação da disfunção ventricular, entretanto a inibição 

do TNFR2 exacerba essa disfunção em camundongos (MONDEN et al., 2007). Em 

estudos experimentais, a trombose arteriolar foi mais pronunciada em camundongos 

deficientes de TNFR1 (TNFR1-/-) (PIRCHER et al., 2012).  
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2.6 Inibidores de TNF  

O uso do TNF como agente quimioterápico apresenta grande limitação pela alta 

toxicidade. No entanto, o bloqueio desta citocina, com anticorpos monoclonais 

(mABs), em muitas doenças inflamatórias, entrou em grande evidência devido a 

meia-vida longa e segurança apresentada in vivo. Desde sua descoberta e 

aplicações, ainda na década de 90, os agentes anti-TNF estão entre uma das 

maiores descobertas da medicina moderna.  

Infliximabe (anti IgG quimérico – Remicade®), Golimumabe (mAB totalmente 

humano - Simponi®), Certolizumabe (Cimzia®), Etanercepte (fusão entre TNFR2 

com a porção Fc da IgG1 – Enbrel®) e Adalimumabe (mAB totalmente humano -

Humira® são aprovados em ensaios clínicos e utilizados em diversas patologias que 

tem o TNF como agente chave (LETHABY et al., 2013).  

Em 1998, o Etanercepte que é uma fusão do TNFR2 com o domínio do 

fragmento cristalizável (Fc) de IgG1 humano, foi o primeiro receptor recombinante 

aprovado para uso em humanos com ligação ao TNF comparável à ligação do 

TNFR2  e dessa forma impedindo a toxicidade e consequentemente a inflamação 

provocada pelo TNF (LETHABY et al., 2013).  

Esses agentes são anticorpos de camundongos, quiméricos ou totalmente 

humanos e fusão entre a porção Fc com o sTNFR2 humano. O Adalimumabe é uma 

IgG1 totalmente humana que neutraliza o TNF e teve sua avaliação realizada em 

2002 com grande sucesso, pois ainda na fase clínica I, demostrou segurança, ótima 

distribuição, absorção e metabolismo além de eficácia na artrite reumatóide (AR) 

(BROEDER et al., 2002; WEINBLATT et al., 2003).  

De maneira geral, esses agentes anti-TNF ligam-se ao sTNF e mbTNF com alta 

afinidade, impedindo que o TNF se ligue aos TNFR, e desta forma prejudicando a 

ativação dessa via, o que impede toda a capacidade que esta citocina tem quando 

ligada a seus receptores (ROBERTS et al., 2011; SEDGER; McDERMOTT, 2014). 

Ainda, o Etanercepte além de ligar ao sTNF também se liga a Linfotoxina α (LT-α), o 

que é um diferencial com relação às outras terapias anti-TNF.  

O mecanismo de ligação desses agentes ao mbTNF leva a capacidade de 

indução de uma sinalização reversa, ou seja, a droga anti-TNF se liga ao mbTNF em 

células que expressam essa forma. Além disso, naquelas células que expressam 

receptores IgG Fc (FcR), principalmente da linhagem mieloide, e nas drogas que tem 
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a porção Ig essa ligação envolve a citotoxicidade mediada por anticorpo (ADCC) 

(KIRCHNER et al., 2004; MITOMA et al., 2005).   

Figura 8. Mecanismo de ação dos anti-TNF 
 

 

Fonte: Adaptado de SEDGER; MCDERMOTT, 2014 

 

Assim, a nível de sistema imunológico a terapia com essas drogas culmina com a 

diminuição de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, moléculas de adesão, reduz 

inflamação por impactar na migração de células inflamatórias para os tecidos além 

do aumento de células T reguladoras (EVANGELATOS et al., 2022).  

Destaca-se ainda que devido à alta complexicidade dos biológicos anti-TNF, 

seus mecanismos não são completamente compreendidos uma vez que alguns 

agentes têm sua eficácia mais restrita a algumas doenças inflamatórias do que 

outros, como o Etanercepte que não tem quase nenhuma eficácia na doença de 

Crohn quando comparado ao Infliximabe, um agente anti-TNF quimérico, muito 

eficaz na doença de Crohn e artrite reumatoide (RUTGEERTS et al., 1999; 

SEDGER; McDERMOTT, 2014). 

Alguns estudos relatam que o Infliximabe induz uma maior expressão de IL-10 

(durante o processo de sinalização reversa), mas o Etanercepte é resultado da fusão 

com o TNFR2 que é um importante agonista, e que também faria sinalização 

reversa. Portanto é claro a busca por mais estudos que avaliem essa dinâmica 

(SEDGER; McDERMOTT, 2014). 
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É importante destacar que há um espectro de efeitos adversos dessas drogas 

como reações nos locais de aplicação, desenvolvimento de anticorpos contra esses 

agentes anti-TNF, reativação de doenças infecciosas como tuberculose ou infecções 

virais latentes (SEDGER; McDERMOTT, 2014). 

As pesquisas envolvendo pacientes com doenças cardíacas devem ser 

estimuladas, os estudos que avaliam a segurança do uso dos bloqueadores nessa 

população de pacientes são controversos, enquanto Inflliximabe numa concentração 

de 10mg/Kg foi relacionado a uma piora da insuficiência cardíaca em humanos 

tratados em outro estudo esses efeitos foram mínimos ou ausentes (STOEP et al., 

2013) 

 

Quadro 1. Lista de terapias anti-TNF disponíveis e sua indicação 

Nome  

Estrutura do 

medicamento 

Marca  

(Empresa e data de aprovação)  

Via 

(Meia-Vida/Co-

terapia) 

Indicações  

Etanercepte  

Proteína de fusão 

recombinante:  

TNFR2 humano: 

IgG1-Fc 

Enbrel® 

(Immunex/now Amgen (US), e 

Pfizer (UK)) 

Registrado em Nov.1998 

Injeção S.C 

2-4 semanas  

25mg 

Artrite reumatoide 

Artrite idiopática juvenil 

poliarticular 

Artrite psoriática 

Espondilite anquilosante 

Psoríase em placas 

Infliximabe  

Humanizado 

(quimérico) 

IgG1k mAB 

Remicade®  

(Centocor Ortho 

Biotech Inc. (US) e 

Janssen-Cilag Pty Ltd. (UK)) 

Registrado em Ago.1998 

Infusão I.V  

4 semanas  

100 mg 

Artrite reumatoide 

Artrite psoriática 

Espondilite anquilosante 

Psoríase em placas 

Doença de Crohn (M/G) 

Adalimumabe  

IgG1 humano k mAB  

Humira® 

(ABBVRIE Inc.) 

Registrado em Dez. 2002 

Injeção S.C 

2-4 semanas  

40mg/0.8mL  

 

Artrite reumatoide 

Artrite psoriática 

Psoríase em placas 

Espondilite anquilosante 

Doença de Crohn (M/G) 

Artrite idiopática juvenil 

(G) 

Golimumabe 

IgG1 humano k mAB  

Simponi® 

(Centocor Ortho Biotech Inc) 

Registrado em Abr 2009 

Injeção S.C  

2 semanas  

50mg 

Colite ulcerativa 

Artrite reumatoide 

Artrite psoriática 

Psoríase em placas 
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Certolizumab Pegol  

IgG1 k mAB  

Cimzia® 

(UCB Pharma SA) 

Registrado em Abr 2008 

Injeção S.C 

200mg  

Artrite reumatoide 

Artrite psoriática 

Espondilite anquilosante 

Doença de Crohn (M/G) 

Fonte: SEDGER; McDERMOTT, 2014 

 

2.7  Receptores de TNF na infecção pelo T. cruzi   

 

A ativação do TNFR1 parece ser extremamente importante durante a infecção 

experimental aguda. Camundongos deficientes em TNFR1 e infectados com T. cruzi 

são mais suscetíveis e apresentam alta taxa de parasitemia e sobrevida menor 

quando comparado aos controles. Essa susceptibilidade pode estar relacionada a 

maturação defeituosa de células B com consequente diminuição de imunoglobulina 

G (ALIBERTI et al., 2001; CASTAÑOS-VELEZ et al., 1998; KROLL-PALHARES et 

al., 2008; PÉREZ et al., 2007, 2017; VILLAR et al., 2013).  

 O TNFR2 tem menos influência no controle de parasitas durante a fase 

aguda, pois camundongos deficientes em TNFR2 apresentaram níveis semelhantes 

de parasitas circulantes quando comparado aos camundongos do grupo controle 

(sem deficiência) (ALIBERTI et al., 2001; VILLAR et al., 2013). Pérez et al. (2007) 

infectaram camundongos duplo e único knockout em TNFR1/2 e esses animais 

apresentaram alta parasitemia, mas provavelmente relacionada à deficiência do 

TNFR1. Animais deficientes em TNFR2 apresentaram aumento da parasitemia, 

porém foram mais resistentes à morte (PÉREZ et al., 2007). 

Além do controle parasitário, TNFR1 parece estar envolvido no recrutamento 

celular e inflamação, pois camundongos deficientes neste receptor de TNF 

apresentaram ausência de infiltrado inflamatório no miocárdio quando comparado 

aos animais do grupo controle que apresentaram lesões graves (PÉREZ et al., 

2007).  

Durante a infecção aguda, ambos os receptores solúveis sTNFR1/2 se 

elevam, mas o sTNFR2 se eleva mais rápido e em quantidades maiores se 

estabilizando durante a fase crônica (TRUYENS et al., 1999). Ainda a relação 

TNF/sTNFR quando mais diminuída mais refletia piora nos camundongos, 

comprovado por caquexia e alta parasitemia. O desequilíbrio endógeno entre 

receptores solúveis reflete o desfecho clínico de camundongos durante a fase 

aguda, onde análises em camundongos antes da morte indicaram que houve uma 
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relação TNF/sTNFR prejudicada, quando comparada ao grupo controle (TRUYENS 

et al., 1999). 

No estudo de Bilate et al. (2007) foi demonstrado que a ausência da 

sinalização do TNF (pela inibição com Etanercepte) e a infecção são importantes 

fatores aceleradores da insuficiência cardíaca, uma vez que a função ventricular e 

%FEVE foram diminuídas após o tratamento com inibidor de TNF, o Etanercepte 

(proteína de fusão composta pelo sTNFR2 mais a região Fc da IgG), em hamsters 

infectados. O bloqueio do TNF levou a uma distribuição anormal do infiltrado 

inflamatório, onde as células se restringiram a região subendocárdica. Essa 

anormalidade pode ser explicada pela relação do TNF com quimiocinas, uma vez 

que TNF-α tem papel no aumento da expressão de quimiocinas MCP-1 e MCP-1α e 

moléculas de adesão que leva a uma infiltração aumentada de leucócitos no 

miocárdio (BILATE et al., 2007). 

De acordo com Bilate et al. (2007) esses achados impossibilitam o uso desse 

bloqueador em humanos com cardiopatia chagásica crônica pelo agravamento 

dessa condição. Porém novos estudos utilizando esse bloqueador em outros 

animais, com doses diferentes ou em associação podem trazer novas perspectivas.   

Em contrapartida ao uso do Etanercepte, a terapia com Infliximabe (anticorpo 

monoclonal IgG1 quimérico) mostrou ser promissora no tratamento de camundongos 

infectados cronicamente. O bloqueio do TNF além de não reativar a infecção, levou 

a uma diminuição das células T e macrófagos no coração, além do impacto na 

diminuição de citocinas pró-inflamatórias e aumento (PÉREZ et al., 2009) ou 

manutenção (PEREIRA et al., 2014) de IL-10. A terapia com Infliximabe restaurou a 

frequência cardíaca normal pelos dados do eletrocardiograma. Também reduziu a 

proporção de animais afetados por arritmias e bloqueio átrio ventricular (PEREIRA et 

al., 2014).  

Pereira et al. (2014) viram que houve diminuição de TNFR1 em células T 

após o tratamento com Infliximabe. O bloqueio interrompeu a retroalimentação 

positiva da sinalização TNF/TNFR1, e dessa forma levou a diminuição da ativação 

celular induzida pelo TNF. Com esses achados a curto e longo prazo, a terapia 

utilizando Infliximabe traz novas perspectivas no tratamento da doença de Chagas 

crônica, mas deve-se ter investigações mais detalhadas, como a reativação de 

outras infecções (PÉREZ et al., 2009).  
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Poucos estudos abordam a expressão do TNFR em portadores da doença de 

Chagas crônica. Mocelin et al. (2005) não encontraram diferença significativa entre 

as concentrações plasmáticas de sTNFR1 entre os grupos, além de nenhuma 

associação com eventos clínicos, como sobrevida e transplante cardíaco. De acordo 

com os autores, o pequeno número de pacientes (28) e o período limitado de análise 

foram lacunas para o estudo (MOCELIN et al., 2005). Em outro estudo, níveis 

circulantes de sTNFR2 foram 60% maiores em neonatos infectados quando 

comparado aos não infectados e permaneceram elevados com 1 ano de idade. 

Podendo ser útil na orientação da presença de transmissão vertical durante a 

infecção (GARCÍA et al., 2008).  

Receptores solúveis, sTNFR1 e sTNFR2, encontram-se elevados no soro de 

133 pacientes com doença de Chagas quando comparado aos não infectados. 

Apesar de não haver diferença estatística entre os portadores crônicos, os níveis de 

sTNFR1 se elevam à medida que ocorre o agravamento da doença. Além disso, foi 

verificado uma correlação negativa entre sTNFR1 e TNF em portadores da forma 

IND, sugerindo que essa relação pode impedir a progressão para formas mais 

graves, como a forma cardíaca. Os autores sugerem a importância no balanço 

endógeno dos receptores solúveis de TNF, e indicam proteção e equilíbrio nos 

pacientes com doença de Chagas crônica (TORRES et al., 2022). 

Mecanismos apoptóticos via TNF/TNFR em linfócitos e neutrófilos 

desencadeados pelo T. cruzi podem contribuir tanto na patogênese cardíaca quanto 

em mecanismos de escape do parasita, respectivamente (CHAVES et al., 2016; 

MAGALHÃES et al., 2017). Linfócitos de pacientes com CCC apresentam maior 

frequência de células apoptóticas quando comparado com a forma IND e não 

infectados. Uma correlação positiva e significante dessas células expressando TNF-

α também foi vista. Os resultados mostraram que a superfamília de receptores de 

morte celular (FADD, TRADD, TNFRSF10A (receptor de TNF membro da 

superfamília 10A), TNFRSF10B, TNFRSF11B, TNFRSF21 e TNFRSF25) foram 

regulados positivamente quando comparados com o grupo IND, mesmo sem 

estímulo in vitro (com antígenos solúveis de T. cruzi). Após estímulo, a expressão 

dessas moléculas aumentou consideravelmente (CHAVES et al., 2016).  

Neutrófilos de humanos infectados in vitro com a cepa Colombiana e Y 

revelaram ter baixa viabilidade devido à alta taxa de apoptose quando comparado 

aos monócitos. TNFR2 foi altamente expresso nos neutrófilos após estímulo e 
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responsável pela apoptose juntamente com Fas ligante (FasL) (MAGALHÃES et al., 

2017). A morte apenas em neutrófilos foi atribuída a uma estratégia de escape do T. 

cruzi e que esse receptor tem importância durante a fase inicial da infecção em 

humanos. Níveis de TNFR2 foi maior em células de sangue periférico de portadores 

com a forma indeterminada e cardíaca quando comparada aos não infectados. 

Apesar de TNFR1 se elevar em PBMC dos portadores, os autores não encontraram 

nenhuma diferença estatística (GONZÁLEZ et al., 2018).  

Apesar dos avanços sobre os mecanismos de atuação e regulação dos 

receptores de TNF-α, ainda não está totalemnte elucidado o papel dessas moléculas 

na imunopatogênese da doença de Chagas humana, portanto entender como esses 

receptores se comportam em células circulantes de portadores de diferentes formas 

clínicas da doença podem auxiliar no quebra cabeça não resolvido da resposta 

imune na doença de Chagas (ACEVEDO; GIRARD; GÓMEZ et al., 2018).  
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Figura 9. Efeitos do bloqueio de TNF na infeccção pelo T. cruzi 

 

Fonte: O autor  
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3  JUSTIFICATIVA  

 

Vários são os mecanismos relacionados ao parasita e ao hospedeiro na forma 

crônica da doença que permanecem não elucidados, dentre eles os mecanismos 

imunológicos envolvidos na evolução da forma clínica indeterminada para a forma 

cardíaca. Já foi demonstrado em vários estudos que a citocina TNF desempenha um 

papel importante na patogênese da doença. Estudos in vivo e in vitro mostraram que 

essa citocina se eleva e está diretamente relacionada ao dano cardíaco, sendo uma 

citocina chave na resposta imune contra o T. cruzi e doença de Chagas (FERREIRA 

et al., 2013; LANNES-VIEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2012).  

Mas, para o TNF desempenhar suas funções in vivo é necessária a ligação a 

receptores presente na membrana de células, essa interação (TNF/TNFR) medeia à 

resistência do hospedeiro a vários agentes infecciosos levando a atividades 

microbicidas de fagócitos além do impacto na indução de apoptose, crescimento e 

diferenciação celular (CASTANOS-VELEZ et al., 1998). Considerados potentes 

inibidores da atividade da citocina e dessa forma impedem suas ações pró-

inflamatórias, os receptores solúveis de TNF (sTNFR1/2) se elevam em muitas 

condições inflamatórias.  

 Avaliar os receptores de TNF em diferentes células participantes da resposta 

imune na doença de Chagas, poderia levar a um entendimento mais preciso do 

papel relevante em mecanismos que auxiliam ou inibem atividades deletérias do 

TNF, contribuindo para o melhor entendimento da imunopatogênese na doença. E 

dessa forma ainda poderiam tornar-se biomarcadores imunológicos de gravidade 

e/ou prognóstico.  

Sendo assim, esperamos entender a atuação do TNF e de seus receptores 

em células provenientes de portadores das formas clínicas IND e CARD (com graus 

distintos de manifestações cardíaca). Além disso, o impacto que a ausência da 

sinalização, a partir da inibição desta citocina, com drogas anti-TNF, nas demais 

citocinas do perfil pró inflamatório e anti-inflamatório.    
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4  OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo geral 

Avaliar a os níveis de TNF e expressão dos seus receptores em portadores 

de cardiomiopatia chagásica crônica. 

4.2  Objetivos específicos  

a) Identificar a frequência dos receptores TNFR1 e TNFR2 em linfócitos T CD4+, 

TCD8+ e T regulatórios em portadores das formas clínicas crônicas IND e CARD; 

b) Identificar a frequência dos receptores TNFR1 e TNFR2 em monócitos totais 

e suas subpopulações além de células CD16+ em portadores das formas clínicas 

crônicas IND e CARD;  

c) Detectar a frequência intracelular das citocinas TNF e IL-10 em 

subpopulações de monócitos e linfócitos de portadores das formas clínicas crônicas 

IND e CARD;  

d) Correlacionar a expressão de TNFR1 e TNFR2 nas diferentes populações 

celulares com os graus de gravidade da cardiomiopatia chagásica através da 

%FEVE; 

e) Correlacionar a expressão de TNFR1 e TNFR2 com TNF nas diferentes 

populações celulares provenientes de portadores com formas clínicas crônicas IND 

e CARD;  

f) Correlacionar a expressão de TNFR1 com TNFR2 nas diferentes populações 

celulares provenientes de portadores com formas clínicas crônicas IND e CARD; 

g) Avaliar a expressão das citocinas TNF, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-10 

provenientes de células de sangue periférico de portadores com as formas clínicas 

IND e CARD submetidas ao tratamento com dois bloqueadores de TNF, 

Adalimumabe e Etanercepte isolados ou associados ao Benzonidazol.  

h) Correlacionar as citocinas provenientes das condições de cultura com a 

%FEVE 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS  

5.1  População de estudo  

 

Foram selecionados 77 pacientes ao total, destes, 53 eram portadores 

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

Chagas do Hospital Universitário Oswaldo Cruz (HUOC), da Universidade de 

Pernambuco (UPE) no período de 2020 a 2023. Atualmente, o ambulatório, Casa de 

Chagas, 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 

Ministério da Saúde (DIAS et al., 2016) e não ter sido submetido ao tratamento 

etiológico ou que tenham recebido o tratamento há pelo menos 3-5 anos da data da 

coleta. Os pacientes foram excluídos do estudo quando: apresentavam queixas 

digestivas compatíveis com a forma digestiva da doença de Chagas, submetidos ao 

tratamento etiológico recente a coleta, possuíam alguma co-infeccão de origem 

infecciosa ou parasitária, faziam uso de dispositivo implantável como o marcapasso 

e distúrbios de origem neoplásica ou endócrina.  

A classificação clínica foi realizada por médicos cardiologistas seguindo o II 

Consenso em Doença de Chagas (DIAS et al., 2016) e a classificação da cardiopatia 

foi realizada através da I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento 

da Cardiopatia Chagásica (Andrade et al., 2011). Os grupos foram divididos em 3 

(Figura 7):  

 

1. Indivíduos portadores da forma indeterminada (Grupo IND) (n=17), sem 

sintomas cardíacos e com ECG e ECO normais;  

2. Indivíduos portadores da forma cardíaca leve (Grupo CARD 1) (n=13), com 

doença cardíaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com função 

ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de 

insuficiência cardíaca congestiva (ICC);  

3. Indivíduos portadores da forma cardíaca grave (Grupo CARD 2) (n=23) com 

disfunção ventricular e sintomas atuais ou anteriores de ICC. 
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Figura 10. Seleção dos pacientes 

 

Fonte: O autor. Nota: *37 para imunofenotipagem, sendo 20 coletados de 2020 a 2022 e 11 coletados 
em 2023. As setas indicam que as amostras dos mesmos pacientes foram utilizadas em dois 
experimentos distintos. Das 42, 20 amostras foram utilizadas para os ensaios de imunofenotipagem. 
E do grupo IDIOP, das 12, 6 amostras foram utilizadas para os ensaios de imunofenotipagem.  

 

Os valores do percentual da fração de ejeção ventricular esquerda (%FEVE) 

foram adquiridos através da realização do ecocardiograma. A FEVE é considerada o 

parâmetro mais importante na avaliação da função sistólica e o melhor indicador 

prognóstico de sobrevida em pacientes cardíacos. Os grupos controles foram 

divididos em dois: não infectados (NEG) constituído por 12 indivíduos, onde não 

poderiam ter habitado em área endêmica para a doença de Chagas; nunca ter 

recebido transfusão de sangue e ter apresentado teste sorológico não reagente. E 

um grupo constituído por portadores de cardiopatia não chagásica, sem definição da 

causa de base, sendo, portanto, classificados como portadores de cardiopatia 

idiopática (IDIOP) (n=12). É importante salientar que este último grupo apresenta 

percentual de Fração de Ejeção Ventricular Esquerdo -%FEVE, semelhante aos 

pacientes do grupo CARD2 (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1: Características clínicas e epidemiológicas da população de estudo 
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Resultados apresentados como frequência, média e interquartil. **, P < 0,0001, CARD 2 vs IND (teste de Mann-Whitney). 

 

5.2 Coleta de Sangue  

 

 Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sódica 

para realização de fenotipagem celular e cultura celular. Além disso, cinco mililitros 

de sangue foram coletados em tubo seco para obtenção de soro para realização da 

sorologia. Após retração do coágulo, os tubos secos foram centrifugados (900 x g/ 

10 minutos a temperatura ambiente [TA]) e alíquotas de soro foram devidamente 

identificadas e armazenadas a -20C na Soroteca do Serviço de Referência em 

doença de Chagas do Laboratório de Imunoparasitologia do IAM/Fiocruz. 

 

5.3 Confirmação da sorologia para a infecção pelo Trypanosoma cruzi  

 

Foram utilizados dois testes imunoenzimáticos para a confirmação da 

infecção chagásica com registro ativo na Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), sendo um deles o Elisa convencional, kit comercial Test Elisa Chagas III 

(Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile). A microplaca é sensibilizada com lisado total 

Variáveis NEG IDIOP IND CARD 1 CARD 2 

Número de pacientes  12 12 17 13 23 

Idade (anos)  52 ± 7.37 56.4 ± 10.32 53 ± 13.7 57 ± 12.83 58.7 ± 13.08 

Sexo      

   Masculino 2 (16.66% 7(58.33%) 3 (23.08%) 3 (23.08%) 9 (56.25%) 

   Feminino 10 (83,34%) 5 (41.66%) 10 (76.92%) 10 (76.92%) 7 (43.75%) 

Altura (Metros) - 1.65 ± 0.9 1.60 ± 0.09 1.57 ± 0.10 1.61 ± 0.08 

Peso (Kg)  - 71±13.9 75.23±13.4 66.3±9.59 69.8±16.9 

IMC (kg/m²)  - 26.24±5.92 29.4±4.30 27.04±3.87 26.67±5.76 

Região (Pernambuco)       

  Sertão 1 (8.33%) - 3 (23.07%) 4 (30.76%) 1 (6.25%) 

  Agreste  - 1 (8.33%) 3 (23.07%) 2 (15.38%) 2 (12.5%) 

  Mata - 4(33.33%) 2 (15.38%) 3 (23.07%) 5 (31.25%) 

  Metropolitana  11 (91.6%) 7(58.33%) 5 (38.46%) 3 (23.07%) 8 (50%) 

  Outros estados - - - 1 (7.69%) - 

Ecocardiograma      

  FEVE (%) - 38.35 ± 16.13 64.7 ± 4.8 64.2 ± 4.23 33.44 ± 9.87 
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das cepas de T. cruzi Tulahuén e Mn, incluindo antígenos de membrana altamente 

imunogênicos. E o outro, denominado Elisa recombinante, kit comercial Imuno-Elisa 

Wama (Wama Diagnóstica, São Carlos, Brasil), que utiliza antígenos recombinantes 

purificados.  A metodologia foi realizada conforme orientações dos fabricantes. Os 

resultados foram interpretados como reagentes quando ambos os testes 

apresentarem reatividade, e não-reagentes quando ambos não apresentarem 

reatividade (DIAS et al., 2016). Amostras que se mantiverem discordantes mesmo 

após repetição dos testes foram interpretadas como inconclusivas, sendo excluídas 

da pesquisa. 

 

5.4 Obtenção 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 (1 parte de Ficoll-Paque e 

3 da mistura sangue-PBS). 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. Em seguida as PBMC’s foram 

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

(1:10) e ajustadas para a concentração de 1x106 células. 

5.5 Imunofenotipagem  

 

As células foram incubadas em tubos de cultura de 15mL de polipropileno (BD 

Falcon) com adição de 1 µL de Brefeldina A (GolgiPlug™, BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA) por 4 horas a 37ºC e 5% de CO2 para assegurar a retenção das 

citocinas no interior celular para marcação intracitoplasmática. Após o período de 

incubação, as células foram tratadas com 110 μL de EDTA (20 mM) por 15min à 

temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 2 mL de PBS-Wash gelado. 

Os tubos foram então centrifugados a 400xg por 5 min à temperatura ambiente.  Os 

anticorpos de superfície foram devidamente adicionados em volumes previamente 

titulados. Após incubação de 30min ao abrigo da luz, as células foram 

permeabilizadas (Solução Perm-Wash, BD Biosciences), e incubadas com os 
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anticorpos intracitoplasmáticos por 30 minutos e após lavagens com tampão PBS 

contendo albumina sérica bovina a 0,5% (PBS-Wash), as células foram fixadas 

(Cytofix - BD Biosciences).  Após estes procedimentos as células foram então 

estocadas a 4°C até o momento da aquisição no citômetro de fluxo FACSAria III 

(Beckton Dickson) do Núcleo de Plataformas Tecnológicas do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM) / Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As análises foram realizadas 

através do Software FlowJo versão 10 (Beckton Dickson). O Quadro 1 apresenta os 

anticorpos que foram utilizados para a avaliação da marcação com anticorpos de 

superfície e intracitoplasmáticos.  

 

Quadro 2- Características dos anticorpos utilizados nos ensaios para 
avaliação dos receptores de TNF (CD120A e CD120B) em linfócitos T CD4, CD8, T 

regulatórios e monócitos  

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo Volume (µL) 

SUPERFÍCIE 

CD14 TuK4 Mouse / IgG2a FITC 2.5 

CD16 3G8 Mouse / IgG1, kappa PerCP 2.5 

CD4 S3.5 Mouse IgG2a PerCP 2 

CD8 MEM-31 Mouse IgG2a FITC 2 

CD127 HIL-7R-M21 Mouse IgG1, kappa BV510 4 

CD120A 16803 Mouse IgG1 APC 2 

CD120B 
hTNFR-M1 Rat IgG2b, κappa 

PE 
4 

MR2-1 Mouse IgG1 5 

INTRACELULAR 

TNF MAb11 Mouse IgG1, kappa PECy7 2.5 

IL-10 JES3-9D7 Rat IgG1 BV421 5 

FOXP3 259D/C7 Mouse BALB/c, IgG1 CF594 4 
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Legenda: CD: Cluster of differentiation; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: 
Ficoeritrina; PerCP: Peridinin chlorophyll protein complex 

 

 

5.5.1 Aquisição e estratégia de análise  

 

As células foram adquiridas no citômetro de fluxo FACSAria III (Beckton 

Dickson) do Núcleo de Plataformas Tecnológicas do Instituto Aggeu Magalhães 

(IAM) / Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). Para linfócitos T foram lidos um total de 

100.000 eventos e aproximadamente 50.000 eventos para monócitos. As 

populações celulares e marcações de superfície e intracitoplasmáticas estão 

descritas no Quadro 3.  

 

Quadro 3. Caracterização das subpopulações de células 

TIPO 
CELULAR  

MARCAÇÃO SUPERFÍCIE MARCAÇÃO INTRACITOPLASMÁTICA 

Linfócitos T  

T CD4 CD4+CD120A+ 
CD4+CD120B+ 

CD4+CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD4+CD120B+TNF+/IL-10+ 

T CD8 CD8+ CD120A+ 
CD8+CD120B+ 

CD8+CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD8+CD120B+TNF+/IL-10+ 

T reg CD4+FOXP3+CD127-CD120A+ 
CD4+FOXP3+CD127-CD120B+ 

CD4+FOXP3+CD127-CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD4+FOXP3+CD127-CD120B+TNF+/IL-10+ 

Monócitos totais  

CD14 CD14+CD120A+ 
CD14+CD120B+ 

CD14+CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD14+CD120B+TNF+/IL-10+ 

Células CD16+  

CD16 CD16+ CD120A+ 
CD16+CD120B+ 

CD16+CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD16+CD120B+TNF+/IL-10+ 

Subpopulações de monócitos  

Clássicos CD14++CD16-CD120A+ 
CD14++CD16-CD120B+ 

CD14++CD16-CD120A+ TNF+/IL-10+ 
CD14++CD16-CD120B+ TNF+/IL-10+ 
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Fonte: O autor  

 

 

 

No FlowJo, a estratégia de gate seguiu diferentes delimitações de acordo com 

a análise das diferentes populações celulares (Linfócitos TCD4, TCD8, Treg e 

Monócitos). Mas, inicialmente as populações foram delimitadas pelo gráfico dot plot 

que avalia o tamanho celular, pela dispersão frontal (forward scatter, FSC) versus 

granulosidade, pela dispersão lateral (Side Scatter, SSC).  

Em seguida, a região selecionada foi delimitada para seleção de células 

únicas (Single cells) para diminuir a população de debris celulares. Após a seleção 

das células únicas foram construídos gráficos de fluorescência, ou seja, células 

devidamente marcadas e positivas para os diferentes marcadores utilizados (Ex: 

FSC-H vs anti-CD4-PercP).  

Esses gráficos bidimensionais de distribuição pontual de fluorescência para 

as diferentes populações, ou seja, que permitiram a avaliação das fluorescências e 

positividade dos diferentes anticorpos sempre foram comparadas com tubos sem 

marcação, ou seja, sem qualquer anticorpo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Intermediários CD14++CD16+CD120A+ 
CD14++CD16+CD120B+ 

CD14++CD16+CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD14++CD16+CD120B+TNF+/IL-10+ 

Não clássicos CD14+CD16++CD120A+ 
CD14+CD16++CD120B+ 

CD14+CD16++CD120A+TNF+/IL-10+ 
CD14+CD16++CD120B+TNF+/IL-10+ 
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Figura 11- Estratégia de análise dos linfócitos TCD4+ e TCD8+ 
 

 

Fonte: O autor 
 

A partir da identificação da população dos linfócitos T CD4+ e TCD8+, foi 

escolhido a região positiva para os marcadores APC (CD120A, TNFR1) e PE 

(CD120B, TNFR2), e das citocinas TNF e IL-10. Para os linfócitos T reg, essa 

identificação iniciou a partir da população de CD4+ expressando FOXP3. Após esse 

ajuste, aquela população negativa para CD127, ou seja, CD127- foi a mais bem 

caracterizada para esse tipo de células regulatórias. E a partir disso, as células 

regulatórias expressando os receptores também foram selecionados assim como 

para as outras populações avaliadas.  
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Figura 12 - Estratégia de análise para os linfócitos T regulatórios (Treg) 

 

Fonte: O autor   

 

A escolha da população de monócitos foi estabelecida de maneira diferente 

dos Linfócitos. Analisamos de duas maneiras: a primeira delas, considerando 

monócitos totais. A partir do gráfico de SSC vs CD14 e os monócitos (CD14+) foram 

selecionados.  A partir da identificação dessas células, os receptores de TNF 

também foram selecionados, e a partir deles, as citocinas. Outra forma de análise foi 

selecionar as células CD16+ que expressavam os receptores bem como as 

citocinas, seguindo a mesma estratégia para células CD14+.  
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Figura 13 - Estratégia de análise de monócitos totais e de células CD16+ 

 

Fonte: O autor  

 

A segunda forma de estratégia de análise dos monócitos foi a de diferenciar 

três diferentes tipos de subpopulações baseado na expressão de CD14 e CD16. 

Dessa forma foi possível identificar monócitos clássicos (CD14++CD16- ou 

CD14highCD16-), intermediários (CD14++CD16+ ou CD14highCD16+) e não clássicos 

(CD14+CD16++ ou CD14lowCD16+). Ainda, para cada subpopulação selecionada foi 

identificado a porcentagem dos receptores de TNF e citocinas expressos por eles.  
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Figura 14 - Estratégia de análise das subpopulações de monócitos 

 

Fonte: O autor  

 

5.6  Tratamento de cultura celular com drogas imunossupressoras 

As PBMC’s foram depositadas em placas de 48 poços numa concentração de 

1x106/mL contendo meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 1mL por 

poço. As condições de cultivo foram seis: células sem inibidores/tratamento (C), 

células tratadas isoladamente com duas drogas anti-TNF: Humira ® (Adalimumab, 

ADA: 5µg/mL) e Enbrel® (Etanercepte (ETA: 10 µg/mL), Benzonidazol (BZ: 1µg/mL) 

e em associação Adalimumab + Benzonidazol (A+BZ), Etanercepte + Benzonidazol 

(E+BZ) (para o ajuste final das drogas em associação o cálculo foi realizado numa 

concentração de 4x) (Figura 15).  A placa foi incubada em estufa de CO2 com 5% de 

umidade a 37ºC num período de 48h.  
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Figura 15. Condições de cultivo de PMBC’s submetidas ao tratamento com drogas 
imunossupressoras e Benzonidazol 

Fonte: O autor  

 

5.7 Quantificação de citocinas do perfil Th1 e Th2 em sobrenadantes de 

cultura  

 

Após 48h de cultura, os sobrenadantes foram coletados e estocados para 

dosagem das citocinas TNF, IFN-γ, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2 por Cytometric Bead 

Array. Primeiramente, 25μL da mistura de beads de captura, marcadas com 

anticorpos monoclonais foram transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD 

Systems™) devidamente identificados. Em seguida, 25μL das amostras 

(sobrenadante) foram adicionados por 3h à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 

Subsequentemente foram adicionados 25μL do reagente de detecção contendo 

anticorpos anti-citocinas alvos conjugadas à Phycoerythrin (PE) por 2h à 

Temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a incubação, as beads foram 

lavadas e 300μL de solução tampão adicionados para ressuspensão das esferas. A 

aquisição foi realizada dentro de 24h utilizando o citômetro de fluxo FACSCalibur 

(Beckton Dickson) do Núcleo de Plataformas Tecnológicas do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM) / Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As análises foram realizadas 

através do Software FCAP Array versão 3.01 (Beckton Dickson). 
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5.8  Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do software PRISM 8.0.2 

Windows® (E.U.A.). A apresentação das variáveis foi feita através de medidas 

descritivas como: média, mediana, desvio padrão, mínimo, máximo e interquartil. 

Inicialmente foi aplicado o teste de normalidade, Shapiro-Wilk, para avaliação da 

distribuição das amostras. Diante da distribuição anormal das amostras, foi utilizado 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido dos pós teste de comparações 

múltiplas de Dunn. Já para a comparação das condições de cultivo dentro do mesmo 

grupo de pacientes foi aplicado o teste de Friedman seguido dos pós teste de 

comparações múltiplas de Dunn. Para comparação de dois grupos não pareados foi 

aplicado o teste de Mann-Whitney. A avaliação das correlações foi realizada através 

do teste de correlação não-paramétrica de Spearman. O coeficiente de correlação (r) 

varia de -1 a +1; valores +1 indicam uma correlação positiva perfeita; 0 a 1 indicam 

que as duas variáveis tendem a aumentar ou diminuir juntas; 0 indica que as duas 

variáveis não variam em conjunto; 0 a -1 uma variável aumenta à medida que a 

outra diminui; -1 indica uma correlação negativa perfeita. Então essas correlações 

são classificadas como fraca, quando r: 0,00 a 0,29; baixa, quando r: 0,30 a 0,49; 

moderada, quando r: 0,50 a 0,69; forte, quando r: 0,70 a 0,89 e muito forte quando r: 

0,90 a 1,00. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%.   

 

5.9  Considerações éticas  

 

Os indivíduos, portadores ou não portadores da doença de Chagas, que 

participaram dessa pesquisa foram incluídos voluntariamente após consentimento e 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice A e B). As 

informações sobre o projeto de pesquisa “Prospecção De Biomarcadores De 

Evolução Clínica e De Tratamento Etiológico Na Doença De Chagas” foram 

fornecidas antes da coleta de sangue. Tais informações se constituíram em 

esclarecer a importância da inclusão dos portadores no estudo bem como sobre a 

liberdade de recusarem a participação, sem prejuízo ou danos no atendimento feito 

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

Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE. O projeto foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa em Humanos do IAM/FIOCRUZ (CAEE: 
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20049919.5.0000.5190) (Anexo A) e pela instituição coparticipante 

HUOC/PROCAPE, em conformidade com as resoluções vigentes: 466/12, Norma 

Operacional001/13 CNS-MS não havendo, portanto, nenhum impedimento ético.   
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6 RESULTADOS  

6.1 Artigo 1: É uma correlação negativa entre sTNFR1 e TNF em pacientes com 
doença de Chagas crônica a chave para progressão clínica? Immunobiology. 
Elsevier. Qualis: Fator de impacto.  
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RESUMO 

 

Os receptores solúveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) são inibidores endógenos 

naturais de TNF e estão elevados em doenças inflamatórias, doenças autoimunes e 

doenças crônicas degenerativas. Na doença de Chagas, a citocina TNF é 

pleiotrópica e considerada chave em imunopatologia. Assim, objetivamos avaliar os 

níveis de TNF, sTNFR1 e sTNFR2 no soro de pacientes com doença de Chagas 

crônica. O TNF e seus receptores solúveis foram quantificados por Citometric Bead 

Array no soro de 132 pacientes, dos quais 51 tinham a forma indeterminada (IND), 

39 a forma cardíaca leve (CARD 1), 42 a forma cardíaca grave (CARD 2) e 20 

indivíduos não infectados (NI). Os resultados indicam que os receptores solúveis 

podem regular o TNF na doença de Chagas, já que seus níveis foram maiores em 

indivíduos infectados por T. cruzi quando comparado a indivíduos não infectados. 

Encontramos uma correlação negativa moderada entre sTNFR1 e TNF em 

indivíduos com a forma IND, sugerindo relação com a não progressão para quadro 

mais graves, como a forma cardíaca. sTNFR1 e sTNFR2 estavam aumentados em 

todas as formas clínicas, mas com correlação moderada positiva em pacientes mais 

graves (r = 0,50 e p = 0,0005). Os níveis de TNF não mostraram diferenças 

estatísticas nos grupos de pacientes. Esses achados sugerem a importância do 

equilíbrio endógeno dos níveis dos receptores solúveis do TNF na proteção e 

equilíbrio em pacientes com doença de Chagas crônica, além de revelar a 

complexidade imunológica em indivíduos com infecção crônica por T. cruzi. 

Palavras-chave: Doença de chagas, Cardiomiopatia chagásica, TNF-alfa, TNFR1, 

TNFR2 
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INTRODUÇÃO 

 

A doença de Chagas (DC), causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, 

afeta mais de 8 milhões de pessoas em todo o mundo e aproximadamente 70 

milhões de pessoas estão sob risco de infecção (WHO, 2015). DC é distribuído em 

mais de 21 países da América Latina, causando mais de 10.000 mortes anualmente, 

sendo um grave problema de saúde pública no Brasil devido os atuais surtos de 

infecção oral, exigindo medidas sanitárias urgentes (Pérez-Molina e Molina, 2018).  

Indivíduos com a forma clínica crônica indeterminada apresentam testes 

sorológicos reagentes, mas com exames de imagem normais e sem sintomas 

(Echavarría et al., 2020). Essa manifestação clínica é responsável pela maioria dos 

casos, sendo uma condição na qual o portador apresenta um bom prognóstico e tem 

a mesma expectativa de vida de uma pessoa sem DC (Echavarría et al., 2020).  

No entanto, indivíduos assintomáticos podem evoluir para formas 

sintomáticas após 10 a 30 anos de infecção. A forma cardíaca, ou cardiopatia 

chagásica crônica (CCC), é a manifestação sintomática crônica mais grave, afetando 

cerca de 30% dos indivíduos infectados (Lidani et al., 2019). No tecido cardíaco do 

portador crônico de DC, o infiltrado inflamatório é desproporcional à quantidade de 

parasita que persiste no coração e outros tecidos. Esse infiltrado excessivo 

associado à resposta imune celular leva a danos teciduais extensos e irreparáveis 

(Dutra et al., 2009; Gutierrez et al, 2009).  

Não está claro quais mecanismos específicos estão envolvidos na evolução 

clínica do portador da forma indeterminada para formas sintomáticas, mas acredita-

se que a resposta imune ao protozoário desempenha um papel importante (Perez et 

al., 2011; De Bona et al., 2018; Pérez-Mazliah et al., 2021). As citocinas produzidas 

por linfócitos ativados regulam o sistema imunológico e estão implicados na 

resistência à infecção e na evolução clínica de indivíduos infectados por T. cruzi 

(Acevedo et al., 2018).  

Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC's) especialmente 

monócitos/ macrófagos e o plasma de pacientes com IND produzem 

significativamente maiores quantidades de IL-10 em comparação com indivíduos 

com doença cardíaca, sugerindo um controle da morbidade, principalmente nas 

fases tardias, quando os níveis são mais elevados (Lorena et al., 2010; Souza et al., 
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2014). Em contraste, citocinas pró-inflamatórias, como interferon gama (IFN-γ), TNF 

e IL-17, estão em níveis mais elevados em TCD4, TCD8 e monócitos, em além de 

soro e plasma de pacientes com doença cardíaca e possivelmente representam 

piora da função cardíaca (Souza et al., 2014; Alvarado-Arnez et al., 2018; Almeida et 

al., 2018; Curvo et al., 2018).  

O TNF foi descrito em 1973 como uma endotoxina que causava necrose em 

tumores in vitro (Carswell et al., 1975). Altamente inflamatório e considerada a 

citocina mais pleiotrópica, o TNF desempenha funções em vários tipos de células e 

está associado a várias doenças infecciosas, autoimunes, patologias neoplásicas e 

inflamatórias (Sedger e Mcdermott, 2014, Jang et al., 2021). TNF é expresso 

inicialmente na forma transmembrana (mTNF) em várias células imunes, como 

monócitos/macrófagos, células NK e linfócitos T, além de células endoteliais, 

fibroblastos e cardiomiócitos (Issuree et al., 2013). Pela ação de enzima conversora 

de TNF (TACE), o mTNF é convertido em TNF (sTNF), que é a forma circulante com 

capacidade endócrina de atuar em locais distantes (Sedger e Mcdermott, 2014).  

O sTNF e mTNF se liga a receptores transmembrana, TNFR1 ou CD120a e 

TNFR2 ou CD120b, com mTNF um ligante mais poderoso para TNFR2 e sTNF para 

TNFR1. O TNFR1 é encontrado constitutivamente na maioria das células, enquanto 

o TNFR2 tem uma expressão muito mais restrita em células imunes (Holbrook et al., 

2019). Esses receptores também podem ser clivados e se tornarem receptores 

solúveis tipo 1 e 2 (sTNFR 1/2) que são considerados potentes inibidores naturais do 

TNF, uma vez que podem competir pelo sítio de ligação do TNF (Ahmad e outros, 

2018). Foi demonstrado in vivo que a rota TNF/TNFR1 desempenha um papel 

importante na infecção por T. cruzi, uma vez que camundongos TNFR1-knockout 

não sobrevivem à infecção devido à alta parasitemia, desequilíbrio imunológico e 

caquexia (Kroll-Palhares et al., 2008; Villar et al., 2013).  

Além disso, receptores solúveis limitam a atividade deletéria do TNF (Truyens 

et al., 1999). Em humanos, o TNF parece ser um importante mediador inflamatório 

nos mecanismos imunopatológicos durante a fase crônica da doença de Chagas. 

Portanto, avaliar os receptores solúveis, que são inibidores do TNF, pode melhorar a 

compreensão do quadro clínico crônico bem como da evolução da infecção e busca 

de novos biomarcadores. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

População e local do estudo  

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendações do comitê da 

FIOCRUZ/PE (CAAE: 0022.0.095.000-07 e 0032.095.000-10). Todos os indivíduos 

assinaram termo de consentimento livre e esclarecido de acordo com as diretrizes 

da Resolução CNS 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde/Ministério de Saúde 

do Brasil. Cento e trinta e dois pacientes chagásicos crônicos foram selecionados no 

Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto Socorro 

Cardiológico de Pernambuco (PROCAPE)/Universidade de Pernambuco (UPE). 

Indivíduos que receberam tratamento anterior com Benzonidazol e/ou que que 

apresentavam queixas digestivas foram excluídos do estudo. A classificação clínica 

foi realizada por cardiologistas após o II Consenso Brasileiro sobre Doença de 

Chagas (Dias et al., 2016). Foram incluídos no estudo após confirmação sorológica 

e exame de imagem tais como: Ecocardiograma (ECO), Eletrocardiograma (ECG), 

Raios-X de tórax e esôfago. Assim, os pacientes foram classificados como 

Indivíduos infectados por T. cruzi na forma indeterminada (IND) (n = 51, faixa etária: 

30 a 75 anos), com sorologia reagente e  eletrocardiograma, raio X de tórax, esôfago 

e cólon normais; indivíduos com a forma cardíaca leve (CARD 1) (n = 39, faixa 

etária: 41–88 anos) com ECG e ECO alterados, função ventricular ≥ 45% e ausência 

de insuficiência cardíaca; Indivíduos infectados por T. cruzi na forma cardíaca grave 

(CARD 2) (n = 42, faixa etária: 24-76 anos) com ECG e ECO alterados, mas já com 

insuficiência cardíaca compensada (Tabela 1). Além disso, 20 indivíduos não 

infectados (NI, idade: Min-Max: 18–38 anos) foram incluídos no estudo como 

controles negativos, que não residiram em área endêmica para doença de Chagas, 

nunca receberam transfusão de sangue e apresentaram teste sorológico “não 

reagente” para doença de Chagas.  

Coleta de sangue e sorologia  

  Foram coletados dez mililitros de sangue em tubos sem anticoagulantes para 

obtenção do soro. As amostras foram aliquotadas e armazenados a -20 ◦C no banco 

de soro do Serviço de Referência em Doença de Chagas (SRDC) do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM). A confirmação da infecção foi realizada através do uso de dois 
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testes imunoenzimáticos: ELISA convencional, utilizando um kit de teste Chagas III 

ELISA (Biochile, Grupo Bio, Santiago, Chile); e ELISA recombinante, usando um kit 

comercial Wama Imuno-ELISA (Wama Diagnóstica, São Carlos, Brasil) de acordo 

com a recomendação dos fabricantes.  

Tabela I 

Caracterização clínica e epidemiológica dos pacientes  

 NI IND CARD 1 CARD 2 

Número de pacientes 20 51 39 42 

Regiãoa      

Agreste - 9 (17.6%) 10 (25.6%)  13 (31%) 

Mata - 7 (13.7%) 12 (30.8%) 13 (31%) 

Metropolitana 19 (95%) 7 (13.7%) 5 (12.8%) 4 (9.40%) 

Sertão - 20 (39.2%) 9 (23.1%) 6 (14.3%) 

Outros estados 1 (5%) 8 (15.7%) 3 (7.69%) 6 (14.3%) 

Ecocardiograma FEVE (%) - 66.9 ± 5.0 63.2 ± 7.4 39 ± 12.9*. ### 

NI: Não infectado; IND: forma indeterminada; CARD 1: forma cardíaca leve; CARD 2: forma cardíaca grave. FEVE: 
Fração de Ejeção do Ventrículo Esquerdo.a resultados apresentados como frequência. 

*, P < 0.0001, CARD 2 vs IND; ### P < 0.0001, CARD2 vs CARD1 (Teste de Mann-Whitney) 

 

Quantificação de receptores solúveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) e TNF em 

amostras de soro por Cytometric Bead Array (CBA)  

Os níveis de sTNFR1, sTNFR2 e TNF foram quantificados nas amostras de 

soro de indivíduos através do Human Flex TNF, sTNFR1 e sTNFR2 Cytometric Bead 

Sistema Array (CBA) (Catálogo No. 558273, 560,156 e 560155; Becton Dickinson 

Biosciences, San Jose, CA, EUA) seguindo as instruções do fabricante. As beads 

foram adquiridos em 24 h usando o citômetro de fluxo FACScalibur (Becton 

Dickinson) e analisados através do software FCAP Array versão 3.01 (Becton 

Dickinson). O limite de detecção da curva padrão para TNF, sTNFR,1 e sTNFR2 

foram 3,08, 1,81 e 2,27 pg/mL, respectivamente. 

Análise Estatística  

As variáveis foram apresentadas como medidas descritivas: média, mediana 

e desvio padrão. A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste D'Agostino-

Pearson, onde se verificou que os dados eram não paramétricos. Posteriormente, o 

teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar a diferença entre os grupos. Uma 

vez que a associação foi verificada, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para 
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comparações quantitativas de receptores e citocinas entre os grupos. A avaliação 

das correlações entre TNFR1/2 versus TNF, TNFR1 versus TNFR2 e TNFR1/ 2, e 

TNF versus fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) foi realizada usando o 

teste de correlação de Spearman. A análise estatística foi realizada usando o 

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) e os dados foram 

considerados significativos quando p < 0,05. 

 

RESULTADOS 

Pacientes com doença de Chagas têm níveis aumentados de receptores 

solúveis de TNF – Nós descobrimos que sTNFR1 e sTNFR2 estão elevados em 

portadores crônicos de Doença de Chagas quando comparado a indivíduos não 

infectados (NI) (Fig. 1b e 1c) (p < 0,0001). Analisamos a concentração sorológica 

desses receptores na presença de doença cardíaca, comparando o grupo IND com 

os grupos CARD (CARD1 e 2), mas as diferenças entre as formas clínicas não foram 

estatisticamente significativas. Os níveis de sTNFR1 e sTNFR2 estavam 

aumentados em todas as formas clínicas, mas sTNFR1 correlaciona-se 

negativamente com TNF no soro de pacientes com forma indeterminada. 

Correlacionamos os níveis de TNF com seus receptores na Formas clínicas IND e 

CARD (Tabela 2). Encontramos uma correlação negativa baixa (r = 0,38; p = 0,0058) 

entre sTNFR1 e TNF, sugerindo que conforme o sTNFR1 aumenta, os níveis de TNF 

diminuem no grupo IND. Houve nenhuma correlação significativa entre sTNFR2 e 

TNF em indivíduos crônicos e nem entre sTNFR1 e TNF em CARD 1 e CARD 2. 

Ao correlacionar sTNFR1 versus sTNFR2, encontramos uma correlação 

positiva em indivíduos com infecção crônica por T. cruzi, mas o grupo com forma 

cardíaca grave (CARD 2) apresentou uma correlação (R) mais elevada quando 

comparada IND e CARD 1, resultando em correlação moderada (r: 0,50) (fig. 2). 

Para avaliar a relação de sTNFR1 e sTNFR2 com o grau de disfunção cardíaca 

(sTNFR vs %LVEF) fizemos uma correlação com os dados na porcentagem da 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo (%FEVE). No entanto, nenhuma correlação 

estatisticamente significativa foi encontrada.  
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Concentração de TNF abaixo do limite de detecção  

Analisamos os níveis sorológicos de TNF, que não só apresentou diferença 

estatística entre os grupos, mas também seus níveis permaneceram abaixo do limite 

de detecção (3,08 pg/mL). Embora não tenha havido diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos avaliados (Fig. 1a), a forma IND apresentou menor 

Níveis de TNF (mediana: 0,39 pg/mL) quando comparados a indivíduos não 

infectados e formas cardíacas (mediana: 0,48 e 0,45 pg/mL, respectivamente) (Fig. 

1a) 

 

TABELA II 

Correlação entre a concentração sorológica de sTNFR1 e sTNFR2 em portadores da 

doença de Chagas crônica.  

 

 IND CARD 1 CARD 2 ALL 

 r p r p r p r p 

sTNFR1 vs 

TNF 
-0.38 0.0058 -0.16 0.3256 -0.05 0.7426 -0.19 0.0240 

sTNFR2 vs 

TNF 
-0.24 0.0820 0.22 0.5251 -0.20 0.1942 -0.11 0.1873 

Legenda: r: Rank de Spearman ; p: p value 
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Fig. 1. A) Os níveis de TNF não se alteram em pacientes com doença de Chagas e 

permanecem abaixo do limite de detecção. B) e C): Aumento dos receptores solúveis de TNF 

no soro de pacientes com doença de chagas.  
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Fig. 2. Ambos os receptores aumentam no soro de pacientes com doença de Chagas 

com forte correlação na forma clínica mais grave. Legenda: IND: indeterminado 

forma; CARD 1: forma cardíaca leve; CARD 2: forma cardíaca grave. 
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DISCUSSÃO  

 

Estudos anteriores demonstraram que a via TNF/TNFR1 tem um papel 

importante no controle da parasitemia, indução de inflamação, caquexia e 

sobrevivência de animais infectados com T. cruzi (Truyens et al. 1999; Kroll-Palhares 

et al., 2008). Além disso, sabe-se que os receptores solúveis de TNF (sTNFR1 e 

sTNFR2) são potentes inibidores endógenos naturais de TNF (Van Zee et al., 1992). 

Assim, nosso objetivo foi dosar os receptores sTNFR1 e sTNFR2 em portadores 

com doença de Chagas crônica para melhor entender seu papel nos mecanismos de 

TNF e determinar se essas moléculas podem ser relevantes biomarcadores 

imunológicos da gravidade e/ou prognóstico da doença de Chagas. 

Os resultados mostraram que indivíduos com doença de Chagas crônica têm 

níveis mais altos de sTNFR do que indivíduos não infectados (Fig. 1b e 1c). Sendo a 

doença de Chagas uma patologia inflamatória crônica, esse achado é esperado e 

corrobora com estudos de outras doenças inflamatórias autoimunes (Arias et al., 

2014; Kim et al., 2016) e infecção parasitária (Bessa et al., 2012; Rostami et al., 

2016). Nossos achados corroboram com estudos ex-vivo que relataram níveis de 

sTNFR2 muito maior no plasma e soro de humanos infectados (García et al., 2008). 

González et al. (2018) descobriram que os níveis de TNFR2 eram maiores em 

células sanguíneas periféricas de pacientes com a forma indeterminada ou cardíaca 

da doença de Chagas em comparação com indivíduos não infectados. (Fig. 1c). Por 

outro lado, os autores não encontraram diferença estatisticamente significativa nos 

níveis plasmáticos de TNF nem TNFR1 entre os pacientes com diferentes formas 

clínicas da doença de Chagas crônica. 

Mocelin et ai. (2005) não encontraram nenhuma diferença estatisticamente 

significative nos níveis plasmáticos de sTFNR1 entre infectados por T. cruzi e 

indivíduos não infectados. No entanto, o pequeno número de pacientes e a técnica 

utilizada pelos autores pode ter enviesado o estudo. Para avaliar os receptores 

solúveis de TNF, utilizamos um kit CBA que apresenta algumas vantagens sobre 

Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA). TNFR1 é importante no recrutamento 

de neutrófilos e macrófagos, mas não linfócitos para o local de inóculo, uma vez que 

camundongos deficientes em TNFR1 não apresentam essas células da resposta 

imune inata nos locais de inóculo (Aliberti et al., 2001). Em tecidos cardíacos de 
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camundongos TNFR1-/-, apresentaram diminuição nos linfócitos TCD4 e TCD8, 

demonstrando o papel do receptor na indução de miocardite, especialmente 

composto por linfócitos durante a infecção aguda (Kroll-Palhares et al., 2008). 

Embora não tenhamos estudado a expressão de receptores transmembrana 

(mTNFR) e não tenha havido diferença estatisticamente significativa entre as formas 

clínicas da doença de Chagas (IND, CARD1 e CARD2), os níveis médios de 

sTNFR1 tendem a aumentar nesses grupos de pacientes (Fig. 1a). Observamos 

uma correlação moderada entre níveis de sTNFR1 e sTNFR2 nas formas clínicas 

crônicas da doença de Chagas (Fig. 2). No entanto, a correlação entre sTNFR2 e 

sTNFR1 foi ligeiramente maior na forma cardíaca mais grave do que na forma 

cardíaca leve (Fig. 2c), que poderia levar a efeitos regulatórios sobre a atividade do 

TNF e, assim, atenuar suas ações deletérias sobre o tecido cardíaco.  

Esta ideia também pode ser apoiada pelas correlações feitas entre sTNFR e 

ejeção ventricular esquerda fração (sTNFR1 versus % LVEF; sTNFR2 versus % 

LVEF), que é considerado o parâmetro mais importante na avaliação da função 

sistólica e o melhor indicador prognóstico de sobrevida em pacientes cardíacos. Em 

outras palavras, os receptores não se correlacionam com o dano cardíaco, mas 

podem atuar como reguladores, pois aumentam nos casos mais graves forma 

cardíaca.  

Em análises de outras funções cardíacas, Silva et al. (2020) descobriram que 

altos níveis plasmáticos de sTNFR estão associados com disfunção sistólica e 

dilatação cardíaca em pacientes com cardiopatia chagásica. O TNF desempenha um 

papel benéfico durante a fase aguda em animais infectados, mas também 

desencadeia efeitos nocivos, como caquexia e morte. Em geral, esses efeitos são 

limitados pela ação endógena de sua receptores e determinam o resultado da 

infecção. Descobriu-se que o sTNFR2 está mais associado a uma atividade 

neutralizante da citocina TNF no plasma de camundongos. Razões baixas de 

sTNFR/TNF foram associadas com mortalidade e caquexia em animais infectados 

não tratados e naqueles tratados com anticorpo anti-TNF TN3 (Truyens et al., 1999). 

Analisamos a correlação entre sTNFR1 e TNF em indivíduos com as formas 

crônicas da doença e encontramos uma correlação negative moderada: enquanto os 

níveis de sTNFR1 aumentam, os níveis de TNF diminuem (Tabela II). Está bem 

estabelecido que a forma indeterminada representa um equilíbrio entre hospedeiro e 

parasita. Diante disso, nossas descobertas suportam a hipótese de que o receptor 



81 

 

sTNFR1 regula a atividade do TNF em indivíduos com a forma indeterminada, 

atenuando os efeitos danosos de TNF em órgãos alvo da doença e, 

consequentemente, retardando a progressão da doença para uma forma mais grave 

(Dutra et al., 2014). Estudos usando plasma ou sobrenadante de cultura celular 

coletado de humanos mostraram que os níveis de TNF aumentam em pacientes 

com CCC em comparação com pacientes com a forma IND e que esse aumento é 

diretamente relacionado a danos cardíacos (Alvarado-Arnez et al., 2018). Não 

encontramos níveis mais elevados de TNF nos grupos CARD 1 e CARD 2 (Fig. 1a).  

Como a concentração sérica de TNF em nosso estudo estava abaixo do limite 

estipulado pelo kit, plotamos amostras nunca congeladas ou congelado apenas uma 

vez para descartar a hipótese de degradação da citocina durante o experimento. 

Também descartamos a possibilidade de qualquer defeito no kit CBA Flex TNF 

porque a curva era linear (R2 = 98,96%). Portanto, acreditamos que o consumo de 

TNF ocorreu nos locais inflamados do organismo, principalmente em pacientes a 

forma cardíaca. Além disso, os efeitos da diluição no sangue e uma liberação 

direcionada de TNF em órgãos, especialmente o coração, podem não se refletir nos 

níveis circulatórios (García et al., 2008). 

Estudos recentes têm mostrado que os níveis plasmáticos de TNF não 

apresentam alterações significativas em indivíduos com infecção crônica por T. cruzi 

(Gonzalez et al., 2018), com diferença apenas no grupo sem a doença e que os 

níveis dessa citocina em indivíduos infectados por T. cruzi estão abaixo o limite de 

detecção para TNF (3 pg/mL), o mesmo limite de detecção encontrado em nossos 

resultados (Gómez-Olarte et al., 2019). Outros estudos mediram a níveis de IFN-γ e 

TNF no soro de pacientes com diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Os 

níveis séricos de TNF e IFN-γ não diferiram entre formas clínicas nem com o grau de 

gravidade da doença (Vasconcelos et al., 2015). Nossos resultados corroboraram 

com esses achados e mostraram que aqueles com a forma IND têm os níveis mais 

baixos de TNF. Indivíduos com a forma IND apresentam um perfil menos 

inflamatório, mas com persistência do parasita (Curvo et al., 2018). Também 

acreditamos que esta diminuição do TNF está relacionada com a falta de ativação 

de um perfil Th1 ou que outros perfis celulares, como Th17, contribuem mais para a 

eliminação do T. cruzi. Portanto, outras citocinas devem ser avaliadas, como IL-10 e 

IL-17 (Cai et al., 2016). Em modelos in vitro, a IL-10 atua inibindo a atividade pró-

inflamatória do TNF indiretamente por aumentar os receptores solúveis e diminuir os 
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receptores transmembrana ou inibindo diretamente a liberação de TNF (Joyce et al., 

1994). 

 

CONCLUSÃO  

 

Todos os resultados sugerem a importância do equilíbrio endógeno de 

receptores solúveis de TNF, que podem indicar proteção para pacientes com doença 

de Chagas crônica. Além disso, a rota TNF/TNFR1 parece ser primordial no curso da 

doença em humanos. Nossos resultados da citocina TNF corroboram outros estudos 

recentes e destacam a complexidade da resposta imune contra o T. cruzi na DC 

crônica. Como perspectivas, pretendemos abordar os mecanismos de atividade do 

TNFR na célula sanguínea periférica de pacientes com doença de Chagas. Estudos 

sobre perfis de citocinas e frequência de receptores envolvidos na apoptose também 

contribuiriam para um melhor entendimento da imunopatologia da doença de 

Chagas crônica. 
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6.2 Artigo 2:  Adalimumab e Etanercept isolados ou associados com Benzonidazol 

impactam na produção de citocinas do perfil Th1 e Th2 em células mononucleares 

de portadores de doença de Chagas crônica. Revista: Parasite Immunology  
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RESUMO 

 

Estudos envolvendo a resposta imunológica na doença de Chagas sugerem um desequilíbrio 

na resposta imune dos portadores crônicos, com predomínio de perfil inflamatório na 

cardiopatia chagásica, principalmente pelo TNF. Considerada uma citocina chave na 

imunopatologia em portadores crônicos, o TNF está envolvido em vários processos durante a 

resposta imune. O nosso trabalho teve como objetivo avaliar citocinas do perfil regulatório 

(IL-4 e IL-10) e inflamatório (TNF, IFN-γ, IL-2 e IL-6) em sobrenadante de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes crônicos apresentando as formas 

clínicas indeterminada - IND (n=13) cardíaca leve - CARD1 (n=13) e cardíaca grave - 

CARD2 (n=16), tratadas in vitro com dois bloqueadores de TNF, Adalimumabe (ADA) e 

Etanercepte (ETA) isolados ou em associação com Benzonidazol (Bz).  Os resultados 

apontam que o ADA foi mais competente em bloquear TNF (comparado ao ETA), em todos 

os grupos, mas com seus níveis muito mais reduzidos no grupo CARD 2. ETA diminuiu os 

níveis de TNF de forma estatística apenas no grupo CARD 2. IFN aumentou no grupo CARD 

2 após tratamento com ETA em relação ao ADA. IL-4 teve seus níveis diminuídos quando 

tratados por ambas as drogas. IL-2 diminuiu em células de portadores CARD 2 quando 

comparado ao grupo NEG após tratamento por ambas as drogas. A associação com o 

Benzonidazol diminuiu níveis de IL-2/TNF e aumentou IL-4. Esses dados reforçam a 

participação do TNF na cardiopatia grave e traz perspectivas no uso desses bloqueadores no 

tratamento imunológico da doença de Chagas, já que o uso do Benzonidazol é extremamente 

limitado nesses pacientes.  

Palavras-chave: Citocinas. Doença de chagas crônica. Inibidores do Fator de Necrose 

Tumoral. Benzonidazol. Cardiomiopatia Chagásica. Leucócitos Mononucleares. Fator de 

Necrose Tumoral-alfa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

 

1 | INTRODUÇÃO  

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana é causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, afetando aproximadamente de 6 a 7 milhões de 

pessoas ao redor do mundo. 1-2 Estima-se que 70 milhões de pessoas estejam sob 

risco de infecção, uma vez que cada vez mais a infecção vem sendo detectada em 

outros países e continentes devido aos movimentos migratórios.3-4 .Tem ampla 

prevalência entre populações pobres da América Latina com distribuição em mais de 

21 países causando mais de 10.000 mortes anuais.1-2  No Brasil, a forma de 

transmissão pela via oral, é a principal via de contaminação e tem levado a 

importantes surtos agudos, necessitando de medidas sanitárias urgentes. Assim, 

mesmo após todos os esforços para controlar a transmissão vetorial e sanguínea, a 

doença de Chagas permanece um grave problema de saúde pública. 2,5 

A infecção culmina em uma fase aguda que cursa com parasitemia intensa 

com duração de cerca de 60 dias em que os sintomas são leves, inespecíficos ou 

ausentes. A forma crônica é caraterizada por formas clínicas que variam entre 

portadores assintomáticos (forma indeterminada) a manifestações graves com 

consequências neurológicas (forma nervosa), cardíacas (forma cardíaca) e 

digestivas (forma digestiva).1,3,4  

 A forma indeterminada ou assintomática é responsável pela maioria dos 

casos, (cerca de 70%), onde o portador tem as mesmas expectativas de vida de 

uma pessoa sem a doença. Em contrapartida, a forma cardíaca ou cardiopatia 

chagásica crônica (CCC) é a manifestação crônica mais grave e responsável pela 

alta mortalidade na doença, acometendo cerca de 30% dos indivíduos. Devido à 

persistência do parasita (em órgãos como o coração) na fase crônica, uma resposta 

imune celular é montada levando a um intenso dano tecidual sem reparos. 3,4,6 

Ainda há muito o que se entender sobre como os portadores crônicos 

evoluem para formas clínicas graves da doença, como a CCC ou saem de formas 

assintomáticas e passam a desenvolver sintomas. Acredita-se que a resposta 

imunológica tenha uma importante contribuição, seja para prevenir ou atenuar, mas 

também para acelerar esse processo. 7-8 

O Trypanosoma cruzi interage com as diferentes respostas imunes: inata e 

adaptativa do hospedeiro de uma maneira muito complexa. Ainda que a resposta 

proliferativa das células T circulantes em portadores crônicos seja prejudicada, 



90 

 

essas células são produtoras de citocinas pró e anti-inflamatórias e responsáveis 

pela baixa parasitemia durante essa fase. 7-9 

 A variedade de diferentes perfis de linfócitos Th é definida pelas citocinas que 

produzem e a natureza antigênica.9-10 Na doença de chagas há um predomínio do 

perfil Th1, estando relacionado com controle e/ou eliminação parasitário, mas 

também participação na inflamação, sobretudo na forma cardíaca, onde esses 

mecanismos são mais bem elucidados. 10-13 

As citocinas produzidas pelos linfócitos regulam a resposta imune e são 

implicadas tanto na resistência à infecção quanto na evolução clínica dos portadores 

da doença de Chagas. 10,14 As análises dos perfis de citocinas pró e anti-inflamatório 

sugerem que a IL-10 está mais elevada em indivíduos com a forma indeterminada 

quando comparada aos da forma cardíaca. Em contrapartida, citocinas pró-

inflamatórias, como o interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral (TNF) estão 

em níveis mais elevados em portadores da forma cardíaca e possivelmente, 

representam piora da função cardíaca. 14-19 

De todas as citocinas, o TNF é o mais explorado, ainda que alguns estudos 

trazem seu papel um pouco controverso, entre aumento em portadores crônicos ou 

níveis baixos ou indetectáveis em outros. Esta citocina se liga a seus receptores, 

TNFR1 e TNFR2, que também participam na imunopatologia estando associado ao 

dano cardíaco ou a regulação. 20-21  

Entender os mecanismos imunológicos envolvidos nas formas clínicas 

crônicas da doença de Chagas podem contribuir na busca de biomarcadores 

imunes, bem como servir de alvos terapêuticos, já que citocinas como o TNF 

contribuem com o processo inflamatório da infecção. Dessa forma, nosso objetivo foi 

o estudo das citocinas do perfil Th1/Th2 em sobrenadantes de cultura de células 

mononucleares de sangue periférico de portadores com diferentes formas clínicas 

da doença de Chagas tratadas com dois biológicos anti-TNF, Adalimumab e 

Etanercept isolados ou associados com o Benzonidazol, droga de escolha para o 

tratamento etiológico no Brasil.  
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2 | MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1| População de estudo   

Foram selecionados 42 portadores crônicos da doença de Chagas atendidos 

no Ambulatório de Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto Socorro 

Cardiológico de Pernambuco. Para inclusão no estudo, os pacientes atenderam 

alguns critérios, como: ter realizado exames clínicos (eletrocardiograma, 

ecocardiograma, raios-X de tórax e de esôfago) para a classificação da forma 

clínica, sorologia reagente para a infecção chagásica, segundo o Ministério da 

Saúde (2005), não ter sido submetido ao tratamento etiológico ou que tenham 

recebido o tratamento há no mínimo 3 a 5 anos, além de não possuírem 

marcapasso, doenças infecto parasitárias, e doenças metabólicas.  

A classificação clínica foi realizada seguindo o II Consenso em doença de 

Chagas e pela I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da 

Cardiopatia Chagásica. 6 Desta forma, foram estabelecidos os grupos de pacientes: 

Forma indeterminada (IND) (n=13), sem sintomas cardíacos, com eletrocardiograma 

(ECG) e ecocardiograma (ECO) normais; Forma cardíaca leve (CARD 1) (n=13), 

com doença cardíaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com função 

ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de insuficiência 

cardíaca congestiva (ICC); Forma cardíaca grave (CARD 2) (n=16) com disfunção 

ventricular e sintomas atuais ou anteriores de insuficiência cardíaca congestiva.  

Os grupos controles foram divididos em dois: não infectados (NEG) 

constituído por 12 indivíduos, onde não poderiam ter habitado em área endêmica 

para a doença de Chagas; nunca ter recebido transfusão de sangue e ter 

apresentado teste sorológico não reagente. E um grupo constituído por portadores 

de cardiopatia não chagásica, sem definição da causa de base, sendo, portanto, 

classificados como portadores de cardiopatia idiopática-IDIOP (n=12). É importante 

salientar que este último grupo apresenta percentual de Fração de Ejeção 

Ventricular Esquerdo -%FEVE (medida importante de dano cardíaco), semelhante 

aos pacientes do grupo CARD2 (Tabela 1). 

 

 

 

Tabela I: Características clínicas, epidemiológicas e laboratoriais da população de estudo  
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IMC: Índice de massa corporal. NEG: Negativo, IDIOP: Cardiopatia idiopática. IND: forma indeterminada; CARD 1: forma 

cardíaca leve; CARD 2: forma cardíaca grave. FEVE: Fração de ejeção do ventrículo esquerdo. IND: Colesterol Total 

(n=12), Triglicerídeos (n=12) e Glicose (n=12). CARD1: Colesterol Total (n=12), Triglicerídeos (n=12) e Glicose (n=11). 

CARD2: Colesterol Total (n=11), Triglicerídeos (n=11) e Glicose (n=11) e IDIOP: Colesterol Total (n=09), Triglicerídeos 

(n=08) e Glicose (n=10). Resultados apresentados como frequência, média e interquartil. **, P < 0,0001, CARD 2 vs IND 

(teste de Mann-Whitney). 

 

2.2 | Confirmação da sorologia para a infecção pelo Trypanosoma cruzi  

 

Após a retração do coágulo, os tubos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos em 

temperatura ambiente) e alíquotas de soro devidamente identificadas e 

armazenadas a -20ºC na soroteca do Serviço de Referência em Doença de Chagas 

Variáveis NEG IDIOP IND CARD 1 CARD 2 

Número de pacientes  12 12 13 13 16 

Idade (anos)  52 ± 7.37 56.4 ± 10.32 53 ± 13.7 57 ± 12.83 58.7 ± 13.08 

Sexo      

   Masculino 2 (16.66%) 7(58.33%) 3 (23.08%) 3 (23.08%) 9 (56.25%) 

   Feminino 10 (83,34%) 5 (41.66%) 10 (76.92%) 10 (76.92%) 7 (43.75%) 

Altura (Metros) - 1.65 ± 0.9 1.60 ± 0.09 1.57 ± 0.10 1.61 ± 0.08 

Peso (Kg)  - 71±13.9 75.23±13.4 66.3±9.59 69.8±16.9 

IMC (kg/m²)  - 26.24±5.92 29.4±4.30 27.04±3.87 26.67±5.76 

Região (Pernambuco)       

  Sertão 1 (8.33%) - 3 (23.07%) 4 (30.76%) 1 (6.25%) 

  Agreste  - 1 (8.33%) 3 (23.07%) 2 (15.38%) 2 (12.5%) 

  Mata - 4(33.33%) 2 (15.38%) 3 (23.07%) 5 (31.25%) 

  Metropolitana  11 (91.6%) 7(58.33%) 5 (38.46%) 3 (23.07%) 8 (50%) 

  Outros estados - - - 1 (7.69%) - 

Ecocardiograma      

  FEVE (%) - 38.35 ± 16.13 64.7 ± 4.8 64.2 ± 4.23 33.44 ± 9.87 

  Ventrículo direito (mm) - 32.5±5.5 31.63±5.07 31.09±5.58 35.86±7.8 

  Volume diastólico final (mL) - 181.9 (70-405) 112 (112 -135) 112 (83.06 – 135) 209 (129-280) 

  Volume sistólico final (mL) - 111 (22-282) 37.9 (35 -54.43) 36 (29.55 – 47.43) 146(83-208) 

  Massa do ventrículo esquerdo (g) - 224 (141-380) 120 (141 – 141) 123 (87 – 168.32) 212(115-303) 

  Indice da Massa do VE (g/m)2 - 126.4±16.17 72.75±19.66 80.96±23.54 126±39.5 

Testes Laboratoriais        

  Colesterol - 199.22±24 216.24±36 199.97±38 182.56±42 

  Triglicerídeos  - 
102.5±24 

 

151.51±59 

 

171.32±111 

 
122.43±37 

  Glicose - 102.8±25 

 

109.7±41 

 

104.7±17 

 

99.6±10 
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(SRDC) do Laboratório de Imunoparasitologia do IAM. Um imunoensaio enzimático 

composto por uma mistura de extratos totais de T. cruzi adsorvidos à placa de 

microtitulação (Chagastest ELISA lisado) e um imunoensaio enzimático utilizando 

antígenos recombinantes adsorvidos à placa de microtitulação (Chagastest ELISA 

recombinante v. 4.0), ambos de Wiener lab foram usados. Foram considerados 

resultados reativos quando ambos os testes mostraram reatividade e não reagentes 

quando ambos os testes não mostraram reatividade, de acordo com o II Consenso 

Brasileiro sobre Doença de Chagas 6 

 

2.3 | Isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

 

Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sódica 

para realização da cultura celular.  O sangue heparinizado foi misturado a PBS pH 

7,2 na proporção de 1:2 e adicionado a tubos falcon 50mL contendo Ficoll-hypaque 

(1 parte de Ficoll-Paque e 3 da mistura sangue-PBS). Em seguida, os tubos foram 

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

coletado e depositado em tubos falcon de 15mL. Monócitos e Linfócitos foram 

lavados 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 (1:10) e ajustadas para a concentração de 1x106 células por poço.  

2.4 | Tratamento de cultura celular com drogas imunossupressoras 

As PBMC foram depositadas em placas de 48 poços contendo meio RPMI 1640 

suplementado, tendo volume final de 1mL. As condições de cultivo foram seis: 

células sem inibidores/tratamento (C), células tratadas isoladamente com duas 

drogas anti-TNF: Humira ® (Adalimumab, ADA: 5µg/mL) e Enbrel® (Etanercepte 

(ETA: 10 µg/mL), Benzonidazol (BZ: 1µg/mL ) e em associação Adalimumab + 

Benzonidazol (A+BZ), Etanercepte + Benzonidazol (E+BZ) (para o ajuste final das 

drogas em associação o cálculo foi realizado numa concentração de 4x).  A placa foi 

incubada em estufa de CO2 com 5% de umidade a 37ºC num período de 48h.  

6.7  | Quantificação de citocinas do perfil Th1 e Th2 em sobrenadantes 

de cultura  
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Após 48h de cultura, os sobrenadantes foram coletados e estocados para 

dosagem das citocinas TNF, IFN-γ, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2. Primeiramente, 25μL da 

mistura de beads de captura, marcadas com anticorpos monoclonais foram 

transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD Systems™) devidamente 

identificados. Em seguida, 25μL das amostras (sobrenadante) foram adicionados por 

3h à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Subsequentemente foram 

adicionados 25μL do reagente de detecção contendo anticorpos anti-citocinas alvos 

conjugadas à Phycoerythrin  (PE) por 2h à Temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 

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

para ressuspensão das esferas. A aquisição foi realizada dentro de 24h utilizando o 

citômetro de fluxo FACSCalibur (Beckton Dickson) do Núcleo de Plataformas 

Tecnológicas do Instituto Aggeu Magalhães (IAM) / Fundação Oswaldo Cruz 

(Fiocruz). As análises foram realizadas através do Software FCAP Array versão 3.01 

(Beckton Dickson).  

2.6 | Análise Estatística  

 

A análise estatística foi realizada através do software PRISM 8.0.2 Windows® 

(USA). A apresentação das variáveis mensuradas foi realizada através de medidas 

descritivas como: média, mediana e desvio padrão. Inicialmente foi aplicado um 

teste de normalidade Shapiro-Wilk onde foi verificado que os dados eram não 

paramétricos, com exceção da IL-6. Para comparação das medianas das citocinas 

em grupos diferentes foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós teste de 

comparações múltiplas de Dunn. Já para a comparação das condições de cultivo 

dentro do mesmo grupo de pacientes foi aplicado o teste de Friedman. A avaliação 

das correlações foi realizada através do teste de correlação não-paramétrica de 

Spearman. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%.   

2.7  | Considerações éticas  

 

Todos os pacientes incluídos no estudo assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e esclarecido (TCLE) e todas as abordagens utilizadas foram aprovadas pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Aggeu Magalhães/IAM, Fiocruz 

Pernambuco (CAAE 20049919.5.0000.5190).  
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3 | RESULTADOS  

3.1| Aumento do TNF e diminuição de IL-4 em portadores de doença de chagas 

na forma grave 

Inicialmente foi realizada uma análise individual somente nos poços sem 

estímulo, ou seja, apenas células (PBMC’s) com o intuito de avaliar a produção das 

citocinas do perfil pró e anti-inflamatório em cada grupo do estudo. Das citocinas 

analisadas, não houve nenhuma diferença estatística (Fig 1A, B, E e F), com 

exceção do TNF (Fig 1C) e IL-4 (Fig 1D).  

TNF aumentou no sobrenadante proveniente de células de portadores com 

cardiopatia chagásica crônica na forma grave (C) quando comparado ao grupo 

saudável, (NEG) (p:0.0096).  Entre os grupos de portadores de chagas (IND, CARD1 

e CARD2), houve um aumento de TNF no grupo com a forma mais grave (CARD2) 

quando comparado ao grupo com a forma cardíaca leve (CARD1) (p:0.0005). (Fig 

1C). Houve diminuição, também na produção da IL-4 em portadores de cardiopatia 

chagásica na forma grave (CARD2) quando comparada aos portadores de 

cardiopatia não chagásica (IDIOP) (p:0.0223).  
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Figura 1. Alteração nos níveis de TNF e IL-4 em sobrenadantes de cultura sem estímulo (C) de 
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes saudáveis (NEG) e com doença 

de Chagas (IND, CARD1 e CARD2) e cardiopatia idiopática (IDIOP). As linhas representam a 
mediana de cada grupo e as diferenças estatísticas são indicadas por barras representadas por *: P < 

0,05 e **: P < 0,0001 
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3.2 | Adalimumab e Etanercepte diminuem drasticamente níveis de TNF em 

portadores de cardiopatia chagásica grave.  

Na figura 2A, podemos observar a eficácia dos bloqueadores de TNF (ADA e 

ETA) quando comparados aos poços somente com células (C) para cada grupo de 

paciente (NEG, IDIOP e chagásicos). A produção do TNF foi diminuída na adição do 

bloqueador ADA (Fig. 2a). O adalimumab diminuiu de forma significativa, os níveis 

de TNF em todos os grupos quando comparado ao grupo sem estímulo (C).   

Ao comparar a eficácia das duas drogas em inibir o TNF, podemos verificar 

que o ADA diminuiu muito mais que o ETA. Visualmente os níveis do TNF 

diminuíram na adição das duas drogas: porém diferentemente do ADA, onde 

diminuiu de maneira estatisticamente significativa em todos os grupos, os níveis de 

TNF só foram diminuídos de maneira significativa apenas no grupo dos portadores 

chagásicos na forma cardíaca grave (CARD 2) quando utilizou o estímulo ETA 

quando comparado a condição sem estímulo (C) (p:0.0245) (Fig. 2a).  

Ao analisarmos isoladamente a condição ADA por grupo (Fig. 2b), podemos 

verificar a diminuição do TNF no grupo com cardiopatia grave quando comparado ao 

grupo NEG (p<0.0001) IDIOP (p:0.0019) e IND (p:0.0002). Como demonstrado na 

figura 2c, os níveis de TNF em células de portadores de cardiopatia chagásica grave 

foram totalmente reduzidos com a utilização desta droga.  
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Figura 2. Redução drástica dos níveis de TNF em sobrenadantes de cultura de células 
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de portadores crônicos da doença de Chagas (IND, 
CARD1 e CARD2), saudáveis (NEG) e cardiopatas idiopáticos (IDIOP) tratados com Adalimumabe 
(ADA: 5µg/mL) e Etanercepte (ETA: 10 µg/mL) (A e B). Curva de produção dos níveis de TNF após 
bloqueio do ADA (C). As linhas representam a mediana de cada grupo e as diferenças estatísticas 

são indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001. 2B: NEG vs CARD2: 
p<0,0001; IDIOP vs CARD2: p: 0,0019; IND vs CARD2: p: 0,0002 
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3.3 | Adalimumab e Etanercepte não afetam IL-6, mas impactam positivamente 

e negativamente na produção das outras citocinas do perfil Th1 e Th2 

 

ADA e ETA não só impactam significativamente a produção de TNF, mas 

também de todas as outras citocinas do perfil Th1 e Th2, com exceção da IL-6. (Fig. 

3c). Ao analisar a produção de IFN-γ (Fig. 3a), verificamos um aumento desta 

citocina, após adição do ETA, quando comparado a condição sem células (C) (no 

grupo sem a doença) (p: 0.04). Foi verificado um aumento de INF- no grupo de 

cardiopatia chagásica crônica grave (CARD 2) na condição do uso de ETA quando 

comparado ao ADA (p: 0.02).  

Ao analisar a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (Fig. 3b), entre os 

estímulos, verificamos uma diminuição após adição do ADA (p:0.0128), nos grupos 

Neg e nos portadores crônicos de chagas na forma indeterminada (IND) (p: 0.001) e 

forma grave (CARD 2) (p:0.0003), quando comparados a condição sem estímulo (C). 

Diferentemente do TNF, a IL-4 foi impactada negativamente quando adicionadas 

ambas as drogas (ADA e ETA) em relação a condição sem estímulo, somente célula 

(C), em todos os grupos, com exceção do grupo IDIOP, onde apenas o ETA 

diminuiu seus níveis significativamente (p:0.032). Os níveis de IL-4 diminuíram na 

presença de ADA e ETA quando comparado ao poço sem estímulo (Fig. 3d).  

Etanercepte aumenta níveis de IL-2 no grupo NEG (p:0.003) e IDIOP (0.008) 

quando comparado a condição sem estímulo (Fig. 3E). Ao comparar a ação das 

drogas por grupo na produção da IL-2, observamos uma diminuição desta citocina 

na condição que recebeu ADA no grupo CARD2 quando comparado grupo NEG (p: 

0.009) (Fig. 3F). A IL-2 também diminuiu na presença do ETA em células 

provenientes de portadores CARD 2 quando comparado aos NEG (p:0.013) (Fig. 

3G).  
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Figura 3. Alteração nos níveis de outras citocinas do perfil pró-inflamatório Th1 (IFN-γ e IL-2) e anti-
inflamatório Th2 (IL-4 e IL-10) em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue 

periférico (PBMCs) de portadores de doença de Chagas (IND, CARD1 e CARD2), saudáveis (NEG) e 
cardiopatas idiopáticos (IDIOP) tratados com Adalimumabe (ADA: 5µg/mL) e Etanercepte (ETA: 10 
µg/mL). Comparação por condição de cultivo (A,B,C,D e E). Mediana dos grupos tratados com ADA 

(F) e ETA (G). As linhas representam a mediana de cada grupo e as diferenças estatísticas são 
indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001. 
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3.4 | Associação dos bloqueadores de TNF com o benzonidazol.  

 

Na figura 4, verificamos os resultados da associação dos bloqueadores de 

TNF (ADA e ETA) + Benzonidazol (BZ): (A+BZ, E+BZ). Na produção de TNF, foi 

possível observar que a associação A+BZ diminuiu seus níveis quando comparado 

ao poço que recebeu somente BZ no grupo NEG (p:0.012). No grupo IDIOP, os 

níveis de TNF diminuíram na condição experimental A+BZ quando comparado ao 

sem estímulo (C), ao BZ e E+BZ. (p: 0.002; p: 0.005; p:0.005, respectivamente). 

(Fig. 4A) 

Na forma IND, os níveis de TNF foram impactados negativamente na 

associação A+BZ quando comparados ao C (p<0.0001), BZ (p:0.04) e E+BZ 

(p:0.04), assim como o E+BZ quando comparado ao C (p:0.029). Na forma crônica 

CARD1, os níveis de TNF diminuíram na condição A+BZ quando comparado a 

condição sem estímulo C (p:0.0004). Já na forma grave (CARD 2), os níveis de TNF 

diminuíram nas condições BZ (p:0.009), A+BZ (p<0.0001) e E+BZ (p:0.002) quando 

comparados ao sem estímulo (C). Houve uma diminuição drástica em células 

provenientes desses portadores quando tratadas com A+BZ quando comparadas a 

BZ (p:0.006) e E+BZ (p:0.024) (Fig. 4A). 

O uso do BZ em indivíduos saudáveis aumentou os níveis de IFN-γ quando 

comparado a condição sem estímulo (C) (p:0.012) e A+BZ (p:0.020). Já nos 

indivíduos com cardiopatia de origem idiopática (IDIOP), a utilização de E+BZ 

também aumentou esses níveis quando comparado ao poço sem estímulo (p:0.030). 

Já o tratamento com BZ diminuiu esta citocina em células provenientes de 

portadores com cardiopatia chagásica grave quando comparado ao BZ do grupo 

NEG (p:0.0005) (Fig. 4B). 

A associação do BZ com drogas bloqueadoras de TNF não alterou 

significativamente níveis de IL-10 em portadores chagásicos crônicos com a forma 

leve (CARD1). Mas a combinação de A+BZ diminui níveis de IL-10 quando 

comparado ao poço sem estímulo (C) nos grupos NEG (p:0.003), IDIOP (p:0.0008), 

IND (p:0.005) e CARD2 (p< 0.0001). Além disso, no grupo CARD2, níveis de IL-10 

também foram menores nas condições BZ (p:0.04) e E+BZ (p: 0.03) quando 

comparado ao C (Fig. 4C).  
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Para IL-6, o impacto foi mínimo, na condição que recebeu ETA+BZ os níveis 

dessa citocina foram menores quando comparados ao sem estímulo no grupo de 

portadores crônicos com a forma IND (p:0.03) (Fig. 4D). As células que foram 

tratadas com BZ diminuíram a produção de IL-4 em todos os grupos, com exceção 

do NEG quando comparados ao poço sem estímulo.  Isoladamente, o grupo NEG, 

IND, CARD1 e CARD2, nas células que receberam A+BZ tiveram níveis diminuídos 

de IL-4 quando comparado ao poço C. O uso de BZ diminui a produção de IL-4 no 

grupo de portadores IND e CARD2 quando comparado ao grupo saudável (NEG) 

(Fig. 4E). 

Já naquelas células que receberam o tratamento do E+BZ diminuíram a IL-4 

em todos os grupos quando comparados com o poço sem tratamento. A associação 

de A+BZ aumentou nos portadores com CARD1 quando comparados aos IND (Fig. 

4E). 

O uso do BZ e das associações pareceu não alterar IL-2 intragrupos, mas sim 

entre grupos. O uso do BZ isolado, diminui esta citocina nos grupos de portadores 

CARD1 e CARD2 quando comparado ao grupo NEG. Já a associação entre A+BZ 

diminui também a produção da IL-2 nos grupos IND e CARD2 quando comparado ao 

poço que recebeu ETA+BZ do grupo NEG (FIG 4F).  

Na Figura 5, verificados alterações nas citocinas IL4, IL2 e TNF, onde a 

associação de A+BZ aumentou os níveis de IL-4 no grupo CARD1 quando 

comparado ao grupo IND e CARD2 (Fig. 5A). A+BZ diminuiu a produção de IL-2 no 

grupo CARD2 em comparação ao grupo NEG (Fig. 5B). Já TNF teve seus níveis 

aumentados em portadores IDIOP quando comparados aos CARD1 e NEG (Fig. 

5C).  
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Figura 4. Impacto da associação dos bloqueadores de TNF, Adalimumabe e Etanercepte, com 
Benzonidazol nos níveis de citocinas do perfil Th1 e Th2 em diferentes condições de cultivo celular. 
C: apenas célula; BZ (Benznidazol: 1µg/mL); A+BZ (Adalimumabe (5µg/mL) + Benzonidazol); E+BZ 

(Etanercept: 10 µg/mL + Benzonidazol) as linhas representam a mediana de cada grupo e as 
diferenças estatísticas são indicadas pelas barras representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001 
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Figura 5.  Predominância do perfil Th2 sobre Th1 após associação de bloqueadores de TNF e 
Benznidazol. Níveis aumentados de IL-4 em células de portadores de CARD1 (A) na condição de 
cultivo Adalimumabe + Benznidazol. Diminuição de IL-2 e TNF em CARD1 e CARD 2 (B e C), na 
condição de cultura tratada com Adalimumabe e Etanercepte associado a Benznidazol. As linhas 

representam a mediana de cada grupo e as diferenças estatísticas são indicadas pelas barras 
representadas por *: P < 0,05 e **: P < 0,0001. 

 

3.5 | IL-4, após bloqueio com Etanercept, tem correlação positiva com a %FEVE 

em portadores de doença de Chagas grave  

Ao correlacionar as citocinas do perfil Th1 e Th2 com as porcentagens da fração de 

ejeção ventricular esquerda, verificou-se uma correlação positiva e moderada (r: 

0.61) no grupo com cardiopatia chagásica crônica grave. Isto é, à medida que 

aumenta IL-4, após a adição do Etanercepte, aumenta também a relação com a 

FEVE. Os outros estímulos permitiram uma correlação negativa sem estatística. 

Além disso, nenhuma outra citocina obteve resultados estatísticos.  
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Figura 6. Correlação positiva e moderada entre o percentual de fração de ejeção do ventrículo esquerdo (%FEVE) e IL-4 em pacientes com a forma CARD2 
tratados com Etanercepte. R: Rank de Spearman  
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4 | Discussão e conclusão  

Já é bem conhecido na literatura que portadores crônicos na forma 

indeterminada, possuem uma resposta imunológica mais regulada quando 

comparados aos portadores com acometimento cardíaco. Enquanto há um 

predomínio de citocinas anti-inflamatorias na forma IND, o comprometimento 

cardíaco é evidenciado com uma maior produção de citocinas pro-inflamatórias, 

sobretudo TNF. 14-23 

Inicialmente, avaliamos a produção de citocinas entre os portadores, apenas 

na condição de cultivo que não recebeu nenhum estímulo (somente PBMC). Os 

nossos dados apontam aumento do TNF em portadores de cardiopatia chagásica 

grave (CARD 2) quando comparado ao grupo de cardiopatia chagásica leve (CARD 

1) e NEG.O TNF é uma citocina pró-inflamatória e pleiotrópicas, pois age em 

diferentes células, via receptores TNFR1 e TNFR2, sendo os macrófagos a principal 

fonte de produção.24 Na doença de Chagas, o TNF tem participação chave na 

imunopatologia, pois seu aumento tem sido relacionado a gravidade da Cardiopatia 

Chagásica crônica. Assim, nossos resultados corroboram com estudos anteriores, 

em que níveis maiores de TNF estão presentes em indivíduos com cardiopatia grave 

tendo ainda correlação positiva com piora na função cardíaca 15-17,19. Nosso grupo 

dosou os níveis de TNF bem como de seus receptores solúveis, sTNFR1 e sTNFR2 

no soro de 132 portadores crônicos, nesse estudo verificamos níveis baixos de TNF, 

mas elevação de seus receptores em portadores crônicos de doença de chagas, 

sem diferenças entre as formas clínicas 20. É importante destacar a complexidade da 

resposta imune na doença, TNF desempenha um papel muito importante e podendo 

influenciar outros marcadores 

Por outro lado, nossos dados evidenciam que PBMC de portadores com a 

forma CARD 2 produzem menores quantidades de IL-4 quando comparado a uma 

cardiopatia de origem não infecciosa (idiopática). O que demonstra que é o agente 

infeccioso, Trypanosoma cruzi, o gatilho nos níveis dessas citocinas, visto que o 

grupo de indivíduos IDIOP é clinicamente semelhante ao grupo CARD2, o que 

sugere que os pacientes com cardiopatia chagásica, possuam dano do tecido 

cardíaco induzido pela quebra da homeostasia imunológica e consequentemente 



107 

 

perda de mecanismos imunoregulatórios induzido pela presença do parasito nesse 

tecido.10,14-15   

A cardiopatia chagásica crônica tem sido relacionada com uma desregulação 

entre células Th1 e Th2, onde há um predomínio da produção de citocinas do perfil 

pró-inflamatório, sobretudo TNF e IFN-, por linfócitos TCD4+. TCD8+ e monócitos 

CD14+ e pelo tecido cardíaco, caracterizam a intensa inflamação e resposta Th1. 

19,22-23 

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória crucial na polarização do perfil Th2 

sendo responsável pela proliferação de Linfócitos B e ativação de granulócitos, além 

da produção de colágeno por fibroblastos. Tem grande participação na 

antagonização da resposta inflamatória via Th1, juntamente com IL-13. 25 Na doença 

de Chagas, já foi visto que esta citocina mantêm a inflamação e carga parasitária, 

em camundongos deficientes de IL-4. 26 Lorena et al (2010) verificaram uma 

diminuição na porcentagem de células TCD4+IL4+ em portadores de cardiopatia 

chagásica grave quando comparado a forma cardíaca leve e controles saudáveis, 

após estímulo com antígenos recombinantes de Trypanosoma cruzi. É evidente o 

desequilíbrio imunológico nesses portadores. 27 

Com o intuito de entender ainda mais a dinâmica do perfil de citocinas do 

perfil Th1 e Th2 na doença de chagas crônica, principalmente o TNF, que 

desempenha papel crucial na imunopatologia da doença, adicionamos dois 

bloqueadores de TNF, Adalimumab e Etanercept, na cultura de PBMC de portadores 

chagásicos, cardiopatia idiopática e saudáveis no período de 48h.  Entender o perfil 

dessas citocinas na doença de Chagas podem servir como alvos imunoterapêuticos 

além de biomarcadores para a prevenção da evolução e controle na doença crônica. 

14 

Os inibidores de TNF estão entre as drogas de maior sucesso no tratamento 

de doenças inflamatórias crônicas e autoimunes como muitas artrites, sobretudo 

artrite reumatóide, espondilite anquilosante e doenças inflamatórias intestinais, além 

de muitos estudos de caso envolvendo esses biológicos e doenças parasitárias, 

como as Leishmanioses.24,28 Os efeitos dessas drogas imunomoduladoras no curso 

da doença de Chagas em humanos não são conhecidos. 29  

Em nosso estudo, o uso do ADA, in vitro, induziu drasticamente a diminuição 

a produção de TNF pelas células mononucleares de todos os pacientes do estudo, 

tendo seu nível mais reduzido no grupo CARD 2 (Fig 2B, C).  Por outro lado, 
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Etanercepte não inibiu de forma significativa os níveis de TNF em todos os grupos 

quando comparado a condição experimental sem tratamento, com exceção do grupo 

CARD 2. Dessa maneira, o ADA parece ser mais eficiente em inibir TNF do que o 

ETA, em todos os grupos, principalmente no grupo CARD 2. Esses resultados 

seguem uma lógica dentro desse estudo, uma vez que foram mensurados níveis 

maiores de TNF no grupo CARD 2 (na condição de cultivo sem estímulo).   

O etanercept (Enbrel), foi o primeiro anti-TNF a ser aprovado, seguido pelo 

Adalimumab. Embora esses agentes biológicos atuem em comum, ligando-se de 

forma eficaz ao TNF e dessa forma impedindo a ligação com seus receptores 

TNFR1/TNFR2 são estruturalmente distintos, enquanto Etanercepte é a fusão entre 

os dímeros da porção extracelular do TNFR2 humano com a porção FC da IgG1 

humana, Adalimumab é um anticorpo monoclonal totalmente humano. 24,30  

As investigações clínicas mostraram vantagens do tratamento com 

Adalimumab em comparação com Etanercept e Infliximabe na questão de remissão 

de doenças inflamatórias e resposta terapêutica. 31-32 Já foi demonstrado que o 

Alalimumab tem uma afinidade maior na ligação ao TNF quando comparado ao 

Etanercept e outros anti-TNF. 33-34 O que poderia explicar essa diminuição maior de 

TNF nas células tratadas com o ADA quando comparados ao ETA.  

Foram impactadas negativamente a produção de citocinas regulatórias IL-10 

(por somente Adalimumab no grupo Neg, IND e CARD2) e IL-4 (ambos os inibidores, 

ADA e ETA, em todos os grupos) quando comparado a condição sem tratamento.  

Citocinas pró inflamatórias como IFN tiveram seus níveis aumentados após 

tratamento com ETA em comparação ao ADA no grupo CARD 2 e em relação ao 

poço sem estímulo no grupo NEG.  

A produção de IL-2 foi menor em PBMCs de CARD2 tratadas com ADA e ETA 

quando comparado ao grupo NEG. Esta citocina leva a diferenciação e expansão de 

células T, aumento da atividade citotóxicas de células NK, indução da diferenciação 

de células Treg, além de mediar à morte celular induzida por ativação. 35  

Nossos resultados mostraram que o ETA aumentou níveis de IFN em 

portadores de chagas crônicos e saudáveis. O que pode ser um ponto positivo na 

imunoterapia desses portadores no contexto de reativações de outras doenças, 

porém no âmbito do portador de chagas crônica, esse aumento de IFN-y não seria 

benéfico dado o microambiente inflamatório que esses portadores apresentam a 
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nível de tecido cardíaco.  Aliado a diminuição da IL-10 em portadores crônicos com a 

forma IND e CARD.  

Wallis et al. (2007), verificaram que o uso de anti-TNF pode inibir a expressão 

de IFN- no sangue, e que essa inibição conjunta de citocinas inflamatórias poderia 

explicar o porquê de pneumonia e tuberculose serem efeitos adversos comuns em 

pacientes que fazem o uso desses inibidores, o que é um grande ponto negativo no 

uso desses biológicos anti-TNF. 36 

Já foi demonstrado o uso de inibidores de TNF em modelos experimentais 

com doença de chagas crônica. No estudo de Bilate et al., 2007, foi verificado que a 

ausência da sinalização do TNF (após bloqueio) e a infecção são importantes 

fatores aceleradores da insuficiência cardíaca, uma vez que a função ventricular e a 

FEVE foram diminuídas após o tratamento com Etanercept em hamsters infectados. 

O bloqueio do TNF não influenciou na intensidade de inflamação do miocárdio, 

porém levou a uma distribuição anormal das células, ficando estas, restritas a região 

subendocárdica. Essa anormalidade pode ser explicada na relação do TNF com o 

recrutamento de quimiocinas. 37 Ainda de acordo com Bilate et al., (2007), a análise 

de citocinas no ventrículo esquerdo revelou o aumento de mRNA da IL-10 e 

diminuição de iNOS, sem nenhum impacto nos níveis de mRNA de TNF, IFN, TGF-B 

promotor de fibrose, peptídeo natriurético atrial relacionado à hipertrofia (ANP), e 

anti-hipertrofia induzida pelo gene TNF-A A20. Em nosso estudo, ETA não 

influenciou significativamente níveis de IL-10. Segundo BILATE et al. 2007, o uso de 

ETA em pacientes com cardiomiopatia chagásica crônica não seria possível devido 

ao agravamento dessa condição. 37  

De forma contrária ao estudo de Bilate et al., nossos resultados apontam que 

o tratamento com ETA em portadores CARD2 teve correlação positiva e moderada 

entre IL-4 e %FEVE, o que pode sugerir um mecanismo de proteção adicional 

nesses portadores, e que o uso do ETA deva ser mais investigado e estudado. 

Como discutido anteriormente IL-4 juntamente com a IL-13, desempenham ações 

antagônicas contra uma resposta Th1.   

Em outro estudo a terapia com Infliximab mostrou ser promissora no 

tratamento de camundongos infectados cronicamente. O bloqueio do TNF além de 

não reativar a infecção, levou a uma diminuição das células T e macrófagos no 

coração, além do impacto na diminuição de citocinas pro-inflamatórias e aumento ou 

manutenção de IL-10. 38-39 O bloqueio com Infliximab restaurou a frequência 
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cardíaca normal pelos dados do eletrocardiograma. Também reduziu a proporção de 

animais afetados por arritmias e bloqueio átrio ventricular.  PEREIRA et al. (2014) 

viram que houve diminuição de TNFR1 em células T após o tratamento. O bloqueio 

interrompeu a retroalimentação positiva da sinalização TNF/TNFR1, e dessa forma 

levou a diminuição da ativação celular induzida pelo TNF. 39 

Para nosso conhecimento, durante a busca de trabalhos na literatura, 

encontramos uma única publicação de agentes biológicos anti-TNF e doença de 

Chagas, sendo um relato de caso de um homem de 58 anos que tinha psoríase 

desde os 14 anos, com 80% de envolvimento cutâneo, iniciou a terapia com 

Etanercept mas sem sucesso. Assim, a terapia foi modificada para utilização de 

Adalimumab com evolução clínica favorável. Porém há muito tempo o paciente 

relatava muita constipação e finalmente descobriu-se ser portador crônico da forma 

digestiva da doença de Chagas. Assim, a terapia com adalimumab teve que ser 

interrompida para dar início ao tratamento etiológico e as lesões psoriáticas voltaram 

e o paciente teve que receber as duas drogas (Nifurtimox + Adalimumab), e foi um 

sucesso, a doença de chagas não foi reativada e a doença autoimune controlada. 29 

Estudos envolvendo essa abordagem devem ser encorajados, uma vez que a 

doença de chagas é uma patologia crônica e que na maioria das vezes de evolução 

lenta, muitos portadores não sabem que tem a doença, pois 70% se encontram na 

forma assintomática, com exames de imagem normais. 1-7 Muitos descobrem ao 

acaso quando doam sangue ou transplante de órgão. 6 Além disso, o perfil 

epidemiológico desses portadores são pessoas em idade avançada, sobretudo 

mulheres, e justamente nessa idade que muitas doenças reumatológicas surgem 

como artrite reumatóide e espondilite anquilosante. 40-41 A eficácia das drogas 

disponíveis Bz e Nifurtimox é baixa na fase crônica da doença de Chagas, fase em 

que a maioria dos pacientes é diagnosticada, e há efeitos colaterais frequentes. 42 

Além disso, alguns fatores como idade, distribuição geográfica, background 

imunológico do hospedeiro e a resistência natural de algumas cepas de T. cruzi ao 

fármaco podem afetar a eficácia do tratamento. 43-45  

Nesse contexto, buscamos avaliar o perfil de citocinas em células 

mononucleares de portadores crônicos quando tratadas com inibidores de TNF em 

associação com o Benzonidazol (Bz), que é uma droga de escolha no tratamento 

etiológico no Brasil  



111 

 

Nossos resultados apontam que o Benzonidazol isolado (Bz) não impactou de 

forma significativa a produção de citocinas entre os portadores crônicos (IND vs 

CARD1 vs CARD2), porém quando comparado aos grupos controles (NEG e IDI 

OP), todas as citocinas do perfil pró-inflamatório (TNF, IFN, IL-2), diminuíram em 

portadores de cardiopatia chagásica crônica (CARD1 e CARD2). IL-4 também 

diminuiu em portadores IND e CARD2 quando comparados aos saudáveis, sendo 

esta citocina, a única do perfil regulatório afetada.  

Portanto, o tratamento com o Bz promove eventos imunomodulatórios na 

resposta imune do hospedeiro. No estudo de Soares et al., (2021) foi observado que 

PBMC infectados pelo Trypanosoma cruzi e tratados com Bz in vitro atuam 

regulando positivamente o processo de ativação celular, a apresentação de antígeno 

e ativação de macrófagos; e que não induz uma resposta imune exacerbada. 46Em 

contrapartida, como a eficácia do fármaco pode variar de acordo com a cepa de T. 

cruzi avaliada, no estudo de Moreira et al., (2023) foi demonstrado que o tratamento 

com Bz em PBMC infectados in vitro com a cepa colombiana de T. cruzi não 

promoveu mudanças significativas quanto a produção de citocinas, entretanto 

aumentou a expressão de CTLA-4 em células T CD4+ e CD8+ e promoveu uma 

diminuição de HLA-DR em monócitos infectados pela cepa colombiana, reduzindo 

indiretamente a inflamação. 44 Em modelo murino, Cevey et al. (2015) observaram 

que camundongos infectados com a cepa RA de Trypanosoma cruzi quando 

tratados em baixas doses de Bz (25 mg/kg/day) demonstraram diminuição da 

parasitemia e uma significativa diminuição da expressão de IL-6. 47 Dessa forma, foi 

demonstrado que embora não elimine o parasita, o Bz é um elemento importante na 

redução da inflamação exacerbada, ainda em cepas naturalmente resistentes ao 

fármaco. 

Em modelo humano, Vitteli-Avellar et al (2008), verificaram uma redução na 

produção de IL-10 por células T CD4+ em indivíduos com a forma indeterminada e 

aumento de monócitos IL-10+ na forma cardíaca da doença de Chagas crônica, um 

ano após tratamento 48 No estudo de Campi-Azevedo et al. (2015)  foi avaliado o 

padrão de citocinas e efeitos imunomodulatórios antes e após 1 ano do tratamento 

em indivíduos IND e CARD, e foi observado que ocorreu diminuição de IFN-γ e 

aumento de IL-10 no grupo CARD tratado, similarmente ao observado no grupo IND 

antes do tratamento.49 Em crianças com forma indeterminada inicial, houve produção 

de IFN em linfócitos, com predominância de um perfil Th1.50-51 Já Laucella et al., 
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(2009) observaram uma redução na produção de IFN por linfócitos T, um ano após o 

tratamento.52 Efeitos benéficos também foram constatados em um estudo de coorte 

prospectivo onde foi observado redução significativa da parasitemia, menor 

prevalência de marcadores de cardiomiopatia grave e menor mortalidade após dois 

anos de acompanhamento de pacientes com doença de Chagas crônica que 

receberam ao menos um ciclo de tratamento com Bz. 53 Portanto, o Bz persiste 

como um fármaco relevante no que tange a alterações imunomodulatórias, embora 

não consiga eliminar de forma consistente o parasita. 54   

Diante desse cenário, é importante o uso do Bz em associação com outras 

drogas. Nesse estudo associamos o Bz com dois biológicos anti-TNF (ADA+BZ e 

ETA+BZ). O impacto dessas associações foi observado tanto em ADA+BZ quanto 

em ETA+BZ. A associação entre ADA e BZ levou a uma predominância de um perfil 

Th2, sobretudo por aumento da IL-4 em portadores CARD1 quando comparado ao 

grupo CARD 2 e IND. Além disso impactou na diminuição da IL-2 em indivíduos 

CARD 2 quando comparados ao grupo NEG.  Além disso ETA + BZ diminuíram 

níveis de TNF em CARD 1 quando comparado ao grupo IDIOP, o que reforça o 

quanto a cardiopatia de origem chagásica tem relação com o TNF.  

No relato de caso descrito por Navarrete-Dechent et al (2015) o 

acompanhamento utilizando a quantificação de DNA do parasito no sangue por RT-

PCR não mostrou nenhuma evidência de reativação da doença de Chagas com o 

uso de etanercepte ou adalimumabe. 29 Esses dados podem ser uma alternativa 

promissora para esses portadores crônicos que já não se beneficiam mais do 

tratamento etiológico, a associação com inibidores de TNF devem ser investigados 

mais detalhadamente, sobretudo com relação a reativação de outras doenças.  
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Figura 7. Resumo dos principais achados sobre a dinâmica de produção de diferentes citocinas 
inflamatórias e regulatórias tratadas com inibidores do TNF isoladamente ou associados ao 
Benzonidazol em células mononucleares de pacientes com cardiopatia chagásica crônica. 
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6.3 Artigo 3:  Será submetido na Tropical Medicine & International Health 
 
 
Populações de células expressam níveis diferenciais de Receptores TNFR1 e 
TNFR2, mas Linfócitos TCD8+ expressando TNFR1 são associados ao dano 

cardíaco em portadores de cardiopatia chagásica crônica 
 

O estudo investigou a expressão de receptores (TNFR1 e TNFR2) e citocinas 
(TNF e IL-10) em diversas populações celulares, como linfócitos TCD4+, TCD8+ e T 
regulatórios (Tregs), bem como monócitos totais (CD14+) e subpopulações de 
monócitos (clássicos, intermediários e não clássicos) em diferentes formas clínicas 
da doença de Chagas (forma indeterminada, IND: 11, forma cardíaca leve, CARD1: 
9 e forma cardíaca grave, CARD2: 11). Na forma indeterminada (IND) da doença, foi 
notado um aumento significativo da expressão de TNFR1 em células CD16+ e 
monócitos totais em comparação com células Tregs e TCD4+. Contrariamente, a 
expressão de TNFR2 diminuiu nas células CD16+ e CD14+ quando comparada com 
as células TCD8+. Entretanto, em CARD2, houve aumento de TNFR1 em linfócitos 
TCD8+ e expressão reduzida de TNFR2 em CD16+.Na análise de monócitos, a 
frequência de TNFR1 foi maior em monócitos não clássicos em comparação com os 
monócitos clássicos, independentemente da forma clínica. Ao contrário, a frequência 
de TNFR2 foi mais alta nos monócitos intermediários do que nos clássicos, 
independente da forma clínica. Nas formas cardíacas, os linfócitos TCD8+ 
expressando TNFR1 se correlacionaram positivamente com o% FEVE, sugerindo 
dano cardíaco. Além disso, a frequência de TNFR2 em monócitos clássicos e 
intermediários aumentou à medida que o %FEVE aumentou, indicando uma possível 
relação com a função cardíaca. As correlações entre TNFR1 e TNFR2 variaram nas 
diferentes populações de células e formas clínicas. Nas formas cardíacas, houve 
correlações positivas entre TNFR1 e TNFR2 em células CD14+ e CD16+, ao passo 
que na forma IND, houve uma correlação negativa entre esses receptores em 
células CD14+ e CD16+. Esses resultados sugerem que as diferentes populações 
celulares e suas interações podem desempenhar papéis cruciais nas diferentes 
formas clínicas da doença de Chagas, especialmente nas manifestações cardíacas. 
A complexa rede de receptores, citocinas e correlações observadas revela 
informações valiosas sobre os mecanismos subjacentes às alterações celulares e ao 
dano cardíaco associado à doença.  

 
Palavras-chave: Cardiopatia chagásica; TNFR1; TNFR2; Células monoucleares  
 
 
 
 
1 | INTRODUÇÃO  

 A doença de chagas tem como agente etiológico o protozoário hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que possui ciclo de vida heteroxênico parasitando 

hospedeiros invertebrados e uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados. 

Devido a migração de portadores de áreas endêmicas, como américa do Sul, para 

áreas não endêmicas como a américa do norte e Oceania, a doença de Chagas 

https://onlinelibrary.wiley.com/journal/13653156
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/13653156
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passa por um processo de globalização, o que a coloca como um grande problema 

de saúde pública mundial (PÉREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; WHO, 2010). 

 Era estritamente rural com ciclo de transmissão majoritariamente vetorial com 

participação de várias espécies de triatomíneos. Mas, atualmente a forma de 

contaminação pela via oral tem chamado atenção e alertado para implementação de 

medidas sanitárias urgentes. A doença culmina com duas fases: aguda e crônica. A 

fase aguda, na maioria das vezes, é assintomática ou pouco sintomática (COSTA-

OLIVEIRA et al., 2023; ECHAVARRIA et al., 2021).  

No entanto a fase crônica da doença de Chagas é complexa, atingindo 

diversos órgãos, podendo levar a morte. A maior parte dos portadores crônicos, se 

encontram assintomáticos, conhecido como forma clínica indeterminada, enquanto 

uma pequena porcentagem, cerca de 30% (por mecanismos ainda não elucidados) 

desenvolvem formas sintomáticas de acordo com o órgão afetado: coração (forma 

cardíaca ou cardiopatia chagásica crônica); esôfago e intestino (forma digestiva ou 

megacólon e megaesôfago), forma mista, quando afeta coração e trato 

gastrointestinal e uma forma mais rara, quando atinge o sistema nervoso, conhecida 

como forma nervosa (DIAS et al., 2016).  

A resposta imune nesses portadores tem sido bastante estudada, já é bem 

estabelecido que portadores da forma indeterminada possuem uma resposta 

predominantemente regulatória envolvendo células T regulatórias e citocinas anti-

inflamatórias como IL-10. Em contrapartida, os portadores da forma cardíaca 

parecem apresentar uma desregulação (com perda de mecanismos regulatórios), 

com diminuição de citocinas anti-inflamatórias e aumento de citocinas pró-

inflamatórias, sobretudo o fator de necrose tumoral (TNF) estando associado com 

participação de linfócitos TCD4 e TCD8 e relacionados ao dano cardíaco (GOMES 

et al., 2003; LANNES-VIEIRA et al., 2003; DUTRA et al., 2008; MAGALHÃES et al., 

2012).  

O TNF existe como duas formas de sinalização: trímero transmembranar 

(mbTNF), que se liga a outras células numa sinalização parácrina clássica e um 

trímero solúvel (sTNF), que é resultado de uma clivagem realizada pela enzima 

conversora de TNF (TACE ou ADAM17). Dessa forma, com a ação da enzima 

TACE, o mbTNF é convertido a TNF solúvel (sTNF), que é a forma circulante com 

capacidade endócrina de agir em locais distantes (BLACK et al., 1996; MOSS et al., 

1997; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).  
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 O sTNF e o mbTNF se ligam aos seus receptores transmembranares, os 

receptores de fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1/TNFRSF1/CD120A ou p55) 

e do tipo 2 (TNFR2/TNFRSF1B/CD120B ou p75), onde o mTNF é um ligante mais 

potente para TNFR2, e o sTNF pelo TNFR1. O TNFR1 é encontrado 

constitutivamente na maioria das células, porém o TNFR2 tem expressão muito mais 

restrita à células imunes, como Monócitos, Linfócitos T reg (levando a uma 

estimulação dessa subpopulação de células) além de células endoteliais e neurônios 

(CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004), mas ambos podem interagir na 

célula, pelo fenômeno conhecido como “passagem de ligante” regulando a 

associação de TNF com o TNFR1. Esses receptores também são clivados pela 

TACE e se tornam receptores solúveis do tipo 1 e 2 (sTNFR 1 e sTNFR2) 

considerados potentes inibidores naturais de TNF, uma vez que são capazes de 

competir pelo sítio de ligação da citocina, modulando sua bioatividade (ADERKA et 

al., 1992; VAN ZEE et al., 1992; MOHAMED-ALI et al., 1999).  

Já foi demonstrado, in vivo, que a via TNF/TNFR1 parece ser essencial na 

sobrevivência de animais infectados pelo T. cruzi. (ALIBERTI et al., 2001; 

CASTAÑOS-VELEZ et al., 1998; KROLL-PALHARES et al., 2008; PÉREZ et al., 

2007, 2017; VILLAR et al., 2013). Porém em humanos os estudos envolvendo esses 

receptores em células que participam da resposta imune em portadores crônicos são 

escassos. Apesar de mais de cem anos desde sua descoberta, muitos aspectos 

continuam não esclarecidos, como quais mecanismos estão envolvidos na evolução 

dos portadores assintomáticos a desenvolverem sintomas, ou porque muitos 

portadores permanecem sem sintomas por muitos anos. Dessa forma, esse trabalho 

buscou avaliar a expressão de TNFR1 e TNFR2 em linfócitos e subpopulações de 

monócitos em portadores de doença de Chagas crônica com diferentes graus de 

acometimento cardíaco.   

 

 

 

 

 

 

 

 



123 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1| População de estudo   

 Foram selecionados 31 portadores crônicos atendidos no ambulatório de 

Doença de Chagas e Insuficiência Cardíaca do Pronto Socorro Cardiológico de 

Pernambuco. A classificação clínica foi realizada seguindo o II Consenso em doença 

de Chagas e pela I Diretriz Latino-Americana para o Diagnóstico e Tratamento da 

Cardiopatia Chagásica (DIAS et al., 2016). Assim, os portadores realizaram exames 

clínicos como Ecocardiograma, Eletrocardiograma, Raio X de Tórax e Esôfago. Os 

portadores crônicos foram incluídos no estudo quando: apresentavam sorologia 

reagente para infecção pelo T. cruzi, não ter sido submetido ao tratamento etiológico 

ou um mínimo de 3 a 5 anos, além de não possuírem marcapasso, doenças infecto 

parasitárias e doenças endócrinas que poderiam afetar o sistema imunológico.  

Desta forma, foram estabelecidos os grupos de pacientes: Forma 

indeterminada (IND) (n=11), sem sintomas cardíacos, com eletrocardiograma (ECG) 

e ecocardiograma (ECO) normais; Forma cardíaca leve (CARD 1) (n=9), com 

doença cardíaca estrutural, evidenciada por ECG ou ECO, mas com função 

ventricular global normal e sem sinais e sintomas atuais e anteriores de insuficiência 

cardíaca congestiva (ICC); Forma cardíaca grave (CARD 2) (n=11) com disfunção 

ventricular e sintomas atuais ou anteriores de insuficiência cardíaca congestiva.  

E um grupo constituído por portadores de cardiopatia não chagásica, sem 

definição da causa de base, sendo, portanto, classificados como portadores de 

cardiopatia idiopática-IDIOP (n=6). É importante salientar que este último grupo 

apresenta percentual de Fração de Ejeção Ventricular Esquerdo -%FEVE (medida 

importante de dano cardíaco), semelhante aos pacientes do grupo CARD2 (Tabela 

I). 
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Tabela 1: Características clínicas e epidemiológicas da população de estudo  

*p<0.001 entre IDIOP e IND/CARD1. CARD2 entre IND e CARD1.  

 

 

2.2 | Coleta de sangue e sorologia 

Nove mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo heparina sódica 

para realização de fenotipagem celular. Além disso, cinco mililitros de sangue foram 

coletados em tubo seco para obtenção de soro para realização da sorologia. Após 

retração do coágulo, os tubos secos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos a 

temperatura ambiente [TA]) e alíquotas de soro foram devidamente identificadas e 

armazenadas a -20C na Soroteca do Serviço de Referência em doença de Chagas 

do Laboratório de Imunoparasitologia do IAM/Fiocruz. Foram utilizados dois testes 

imunoenzimáticos para a confirmação da infecção chagásica com registro ativo na 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), sendo um deles o Elisa 

convencional, kit comercial Test Elisa Chagas III (Biochile, Grupo Bio, Santiago, 

Chile). A microplaca é sensibilizada com lisado total das cepas de T. cruzi Tulahuén 

e Mn, incluindo antígenos de membrana altamente imunogênicos. E o outro, 

denominado Elisa recombinante, kit comercial Imuno-Elisa Wama (Wama 

Diagnóstica, São Carlos, Brasil), que utiliza antígenos recombinantes purificados.  A 

metodologia foi realizada conforme orientações dos fabricantes. Os resultados foram 

Variáveis IDIOP IND CARD 1 CARD 2 

Número de pacientes  6 11 9 11 

Idade (anos)  58.6 ± 12.8 60 ± 12.3 57.4 ± 12.9 60.2 ± 11.0 

Sexo     

   Masculino 2(33.33%) 1 (9.09%) 2 (22.22%) 5 (45.45%) 

   Feminino 4(66.67%) 10 (90.91%) 7 (77.78%) 6 (54.55%) 

Altura (Metros) 1.62 ± 0.1 1.59 ± 0.09 1.55 ± 0.09 1.61 ± 0.07 

Peso (Kg)  75.5±14.7 72.73±17.8 64.2±10.07 76.36±16.3 

Região (Pernambuco)      

  Sertão - 4 (36.36%) 5 (55.56%) 1 (9.09%) 

  Agreste  - 2 (18.18%) 1 (11.11%) 4 (36.36%) 

  Mata 5(83.33%) 3(27.27%) 3 (33.33%) 2 (18.18%) 

  Metropolitana  1(16.67%) 2 (18.18%) -      4 (36.36%) 

  Outros estados - - - - 

Ecocardiograma     

  FEVE (%) 39.4 ± 16.2* 65.2 ± 3.9 63.5 ± 4.2 41.4 ± 10.8* 
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interpretados como reagentes quando ambos os testes apresentarem reatividade, e 

não-reagentes quando ambos não apresentarem reatividade (DIAS et al., 2016). 

Amostras que se mantiverem discordantes mesmo após repetição dos testes foram 

interpretadas como inconclusivas, sendo excluídas da pesquisa. 

 

2.3 Obtenção 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 (1 parte de Ficoll-Paque e 

3 da mistura sangue-PBS). 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. Em seguida as PBMC’s foram 

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

(1:10) e ajustadas para a concentração de 1x106 células. 

2.4 Imunofenotipagem  

 

As células foram incubadas em tubos de cultura com adição de 1 µL de 

Brefeldina A (GolgiPlug™, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) por 4 horas a 

37ºC e 5% de CO2 para assegurar a retenção das citocinas no interior celular para 

marcação intracitoplasmática. Após o período de incubação, as células foram 

tratadas com 110 μL de EDTA (20 mM) por 15min à temperatura ambiente. Em 

seguida, foram adicionados 2 mL de PBS-Wash gelado. Os tubos foram então 

centrifugados a 400xg por 5 min à temperatura ambiente.  Os anticorpos de 

superfície foram devidamente adicionados: anti- CD14-FITC, anti-CD16-PerCP, anti-

CD4-PerCP, anti-CD8-FITC, anti-CD127-BV510, anti-CD120A-APC e anti-CD120B-

PE em volumes previamente titulados. Após incubação de 30min ao abrigo da luz, 

as células foram permeabilizadas (Solução Perm-Wash, BD Biosciences), e 

incubadas com os anticorpos intracitoplasmáticos: anti-TNF-PECy7, anti-IL-10-

BV421 e anti-FOXP3-CF594 por 30 minutos e após lavagens com tampão PBS 

contendo albumina sérica bovina a 0,5% (PBS-Wash), as células foram fixadas 

(Cytofix - BD Biosciences).  Após estes procedimentos as células foram então 

estocadas a 4°C até o momento da aquisição no citômetro de fluxo FACSAria III 
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(Beckton Dickson) do Núcleo de Plataformas Tecnológicas do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM) / Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As análises foram realizadas 

através do Software FlowJo versão 10 (Beckton Dickson).  

 

2.5 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism 

versão 8.0.2 Windows® (E.U.A.). A apresentação das variáveis foi feita através de 

medidas descritivas como: média, mediana, desvio padrão, mínimo, máximo e 

interquartil. Foi aplicado o teste de normalidade, Shapiro-Wilk, para avaliação da 

distribuição das amostras. Para comparação de mais de três grupos foi utilizado o 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido dos pós teste de comparações 

múltiplas de Dunn. Para comparação da população de T reg foi aplicado o teste de 

Mann-Whitney. A avaliação das correlações foi realizada através do teste de 

correlação não-paramétrica de Spearman. Todas as conclusões foram tomadas ao 

nível de significância de 5%.   
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3  RESULTADOS  

 

 3.1 Comparação dos níveis de TNFR1 e TNFR2 em Linfócitos TCD4+, 

TCD8+, Treg, Células CD16+, Monócitos totais e subpopulações.  

 

 3.1.1 Portadores da forma cardíaca grave têm níveis divergentes de 

TNFR1 e TNFR2 em monócitos totais, células CD16+ e Linfócitos TCD8+ 

Inicialmente buscamos compreender a expressão de TNFR1 e TNFR2 nas 

diferentes populações de linfócitos (TCD4+, TCD8+ e Treg), células CD16+, 

monócitos totais (CD14+) e subpopulações de monócitos (clássicos, intermediários e 

não clássicos). Verificamos um aumento de TNFR1 em monócitos totais (CD14+) e 

células CD16+ quando comparados ao células T reg e TCD4+ na forma IND (Fig. 

1A).  Na forma CARD2, a frequência de TNFR1 foi maior em células CD16+ em 

comparação com as T reg (Fig. 1C).  Em contrapartida, TNFR2 teve sua expressão 

em CD16+ e CD14+ reduzida quando comparado às células TCD8+ (Fig. 1F).  

Assim, os portadores CARD2 possuem frequências aumentados deste receptor em 

linfócitos TCD8+. Para melhor entendimento da dinâmica dos receptores e 

distribuição nas células gráficos radar foram construídos (Fig1. G-L).  
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TNFR1 TNFR2 

IND 

CARD1 

CARD2 

G) H) 

I) J) 

K) L) 

Figura 1. Comparação da expressão de TNFR1 (A, B, C) e TNFR2 (D, E, F) por Linfócitos, Monócitos e 
Células CD16+. Gráfico radar evidenciando a dispersão dos receptores (G-L). *p<0.05, dados demonstrados 

como mediana  
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3.1.2 Níveis de TNFR1 são maiores em monócitos não clássicos, 

enquanto TNFR2 aumenta em monócitos intermediários em todas as formas 

clínicas 

A expressão de TNFR1 é maior na subpopulação de monócitos não clássicos 

(CD14+CD16++) em comparação aos monócitos clássicos (CD14++CD16-) nas 

formas IND, CARD1 e CARD 2 (Fig. 2A, B e C). Na forma IND, monócitos não 

clássicos, além de aumentar em relação aos clássicos, também aumenta quando 

comparado aos monócitos intermediários (CD14++CD16+) (Fig. 2A). De maneira 

contrária, monócitos intermediários tem níveis maiores de TNFR2 em comparação 

aos clássicos em todas as formas clínicas (Fig. 2D, E e F).   
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Figura 2. Comparação da expressão de TNFR1 (A, B, C) e TNFR2 (D, E, F) em subpopulações de monócitos. 
Gráfico radar evidenciando a dispersão dos receptores (G-L). *p<0.05, dados demonstrados como mediana 
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3.2 Avaliação da expressão de TNF por Linfócitos TCD4+, TCD8+, Treg, Células 

CD16+, Monócitos totais e subpopulações comparando os grupos de 

pacientes  

 

3.2.1 Expressão aumentada de TNF por linfócitos TCD4+ e TCD8+ em 

portadores cardíacos graves 

Os níveis intracitoplasmáticos de TNF foram avaliados em todas as 

populações de células. Linfócitos TCD4+ e TCD8+ provenientes de portadores 

CARD2 expressam níveis maiores de TNF em comparação ao CARD1 (Fig. 3A, B).  

Ao avaliar as subpopulações de monócitos, nota-se que a produção de TNF em 

Monócitos Clássicos e Intermediários é reduzida em portadores da forma cardíaca 

grave (CARD2) e leve (CARD1), respectivamente (Fig. 3C, D).  

 

 

Figura 3. Expressão intracelular de TNF em Linfócitos e subpopulações de monócitos por grupo de 
portadores. Barras indicam mediana  
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3.3 Avaliação da expressão de TNFR1 e TNFR2 e citocinas em Linfócitos 

TCD4+, TCD8+, Treg, Células CD16+, Monócitos totais e subpopulações por 

grupo.  

 

3.3.1 Linfócitos TCD4+ e TCD8+  

 

Células TCD4+ e TCD8+ expressando TNFR1 produzem menores níveis de TNF 

em portadores cardíacos leves, enquanto TCD4+ e TCD8+ expressando TNFR2 

produzem níveis intracitoplasmáticos maiores de TNF na forma cardíaca grave 

 

Na figura 4 evidenciamos os dados significativos da expressão dos receptores 

e das citocinas em Linfócitos TCD4+ e TCD8+ em portadores de cardiopatia 

idiopática e portadores crônicos da doença de Chagas. Ao avaliarmos a expressão 

dos receptores TNFR1 e TNFR2 na população de células TCD4+, verificamos que 

células TCD4+CD120B+ aumentam na forma CARD1 quando comparado à forma 

IND (Fig. 4A). Ao avaliar a produção intracitoplasmática de TNF e IL-10 em linfócitos 

T CD4+ expressando TNFR1 e TNFR2, não foi encontrado diferenças estatísticas 

significativas na produção de IL-10, mas, constatamos aumento de TNF na 

população de células TCD4+CD120A+ e CD4+CD120B+ em portadores da forma 

CARD2 (Fig. 4B, C). A porcentagem de linfócitos TCD4+CD120A+TNF+ aumenta 

em portadores IND e CARD2 quando comparado ao CARD1 (Fig. 4B).  

Em linfócitos TCD8+, a expressão de CD120B (TNFR2) foi maior em 

portadores IDIOP quando comparado à forma IND (Fig. 4D). Já a expressão de TNF 

seguiu o mesmo padrão encontrado para TCD4+ (Fig. 4E, F). De maneira adicional, 

Linfócitos TCD8+CD120B+ provenientes de portadores CARD2 tem níveis maiores 

de IL-10 quando comparado ao grupo CARD1 e IDIOP (Fig. 4G).    
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Linfócitos TCD4+  

Linfócitos TCD8+  

Figura 4. Estratégia de gate para seleção da população de linfócitos. Fig. A-C: expressão de receptores e 
citocinas intracelulares em linfócitos TCD4+. Fig. D-G: expressão de receptores e citocinas em linfócitos 

TCD8+. As barras indicam mediana 
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3.3.2 Linfócitos T regulatórios (T reg) 

 

Linfócitos T reg aumentam na forma cardíaca grave, mas a população que 

expressa TNFR1 aumenta na forma indeterminada 

Ao comparar células T regulatórias (TCD4+FOXP3+CD127-) entre portadores 

da forma IND e CARD2, verificamos um aumento dessa população em portadores 

cardíacos graves (Fig. 5A). Em contrapartida, o percentual de as células T reg 

expressando TNFR1, foi maior em portadores da forma IND quando comparada à 

forma CARD2 (Fig. 5B). Não foi encontrado diferenças estatísticas significativas na 

Figura 5. Estratégia de gate para seleção da população de Linfócitos T reg. Fig. A: células T reg. Fig 
B: Expressão de receptores. Barras indicam valores da mediana 
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frequência dessas células expressando TNFR2 bem como de citocinas TNF e IL-10.  

3.3.3 Células CD16+ e Monócitos totais  

Monócitos totais de portadores cardíacos graves expressam níveis baixos de 

TNFR2, mas com produção intracitoplasmática aumentada de TNF 

 

Em monócitos totais (CD14+) e células CD16+ a frequencia de TNFR2 foi 

menor em CARD2 quando comparados aos pacientes CARD1 (Fig. 6A, B), 

adicionalmente o percentual de células CD16+CD120B+ também foi menor em 

CARD2 quando comparado aos portadores da forma IND (Fig. 6B). Ao avaliar a 

expressão intracitoplasmática de TNF na população de CD14+, verificamos um 

aumento de CD14+CD120B+TNF+ em portadores com a forma CARD2 quando 

comparado à forma CARD1 (Fig. 6C). Já nas células CD16+, não verificamos 

diferenças estatísticas na expressão de CD120B+TNF+, mas sim em 

CD120A+TNF+. O percentual de células CD16+ expressando TNFR1 e TNF foram 

menores em portadores da forma CARD1 quando comparado a todos os outros 

grupos de pacientes (Fig. 6D).  



136 

 

 

Monócitos totais  Células CD16+  

Figura 6. Estratégia de gate para seleção da população de monócitos totais e células CD16+. Fig. 
A, C: expressão de receptores em monócitos totais. Fig. B, D: expressão de receptores em células 

CD16+. Barras indicam valores medianos. 
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3.3.4 Subpopulações de monócitos 

Monócitos clássicos, intermediários e não clássicos expressando TNFR1 e 

TNFR2 tendem a um mesmo perfil de produção de IL-10 

Inicialmente comparamos as subpopulações de monócitos entre os grupos de 

pacientes (Fig. 7A, B e C) e constatamos diferença estatística signiticativa somente 

na avaliação da frequência de monócitos intermediários, onde houve uma 

diminuição desta subpopulação em portadores CARD1 quando comparados aos 

pacientes IDIOP (Fig. 7B). Analisamos também a expressão de TNFR1 e TNFR2 

nas subpopulações. Somente monócitos não clássicos (CD14+CD16++) expressam 

níveis de TNFR1 estatisticamente significativos no grupo CARD2 quando comparado 

ao grupo IDIOP (Fig. 7F). Não foram encontradas diferenças estatísticas 

significativas entre essas diferentes subpopulações de monócitos expressando TNF 

(CD120A+TNF+/CD120B+TNF+).  

A expressão de IL-10 foi verificada em todas as três subpopulações 

expressando concomitantemente TNFR1 e TNFR2 (Fig. 7D, E, G a I).   

Ao analisarmos a subpopulação de monócitos clássicos expressando CD120A+ (Fig. 

7D) e CD120B+ (Fig. 7G), verificamos o aumento do percentual dessas células 

produzindo IL-10 no grupo CARD2 quando comparado ao grupo IDIOP. O 

percentual de monócitos clássicos expressando CD120B+IL-10+ foi maior no grupo 

IND quando comparado ao IDIOP (Fig. 7G).  

Resultado semelhante foi visto na subpopulação de monócitos intermediários 

expressando TNFR1+ e TNFR2+ e IL-10+ (Fig. E, H). A frequência da subpopulação 

CD14++CD16+CD120B+IL-10+ foi maior em CARD 2 quando comparado ao grupo 

CARD1 (Fig. 7H).  Na subpopulação de monócitos não clássicos, esse mesmo perfil 

também foi verificado (Fig. 7I e J).  
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Classical 

Intermediate 

Nonclassical 

Clássicos Intermediários Não Clássicos 

Figura 7. Estratégia de gate para seleção das subpopulações de monócitos, baseado na expressão 
de CD14 e CD16. Fig. A, D, G: expressão de receptores e citocinas em monócitos clássicos. Fig. B, 
E, H: expressão de receptores e citocinas em monócitos intermediários. Fig. C, F, I, J: expressão de 

receptores e citocinas em monócitos não clássicos. Barras indicam valores da mediana 
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3.4 Correlações 

 

3.4.1 Correlação entre população de células expressando TNFR1 e TNFR2 e 

citocinas com a FEVE  

 

Linfócitos TCD8+ expressando TNFR1 tem correlação positiva com o dano 

cardíaco, enquanto se correlaciona negativamente na forma indeterminada 

 

Inicialmente correlacionamos todas as populações de células estudadas 

expressando receptores e citocinas com o % FEVE. Na forma IND, a frequência de 

Linfócitos TCD8+ expressando TNFR1 se correlacionaram negativamente com 

%FEVE (r:-0.07) (Fig. 8A), além disso monócitos totais expressando TNFR2 e TNF 

diminuem à medida que a %FEVE aumenta (r:-0.77) (Fig. 8B).  

Na forma CARD1 células CD16+ expressando TNFR2 e IL-10 também 

apresentam correlação negativa com %FEVE (r-0.82) (Fig.8C). De forma 

semelhante, monócitos intermediários expressando TNFR1 e IL-10 diminuem à 

medida que %FEVE aumenta (r:-0.73) (Fig. 8D).  

Já em portadores cardíacos graves, a população de Linfócitos TCD8+ 

expressando TNFR1 se correlacionou positivamente ao %FEVE (r:0.76), indicando 

dano cardíaco (Fig. 8E). Nesse mesmo grupo de pacientes, células CD16+ (r:-0.82) 

e monócitos clássicos (-0.77) se mostraram opostas ao dano, pois se 

correlacionaram negativamente (Fig. 8F, G).  
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Figura 8. Correlação entre diferentes populações de células expressando receptores de TNF e 
percentual da fração de ejeção ventricular esquerda (%FEVE). r: rank de spearman. 

 

 

3.4.2 Correlação entre células expressando TNF e TNFR nas diferentes formas 

clínicas crônicas da doença de Chagas.  

 

Populações celulares com correlação de TNFR-TNF diferem totalmente entre a 

forma indeterminada e cardíaca, com exclusividade de subpopulações de 

monócitos no grupo CARD2.  

 

Avaliamos a correlação do ligante, TNF, e de seus receptores nas diferentes 

populações celulares nas formas clínicas crônicas da doença de Chagas. 

Curiosamente, observamos que na forma IND, Linfócitos TCD4+, Treg, Monócitos 

Totais e células CD16+ expressando diferentes receptores se correlacionam com o 

TNF (Fig. 9A, C, E e G).  De modo contrário, essas populações celulares parecem 
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não estar relacionadas a interação TNFR-TNF, mas sim todas as subpopulações de 

monócitos em portadores cardíacos (CARD1 e CARD2) (Fig. 9B, D, F e H).   

Ao avaliar a correlação isolada de cada receptor (TNFR1 vs TNF ou TNFR2 

vs TNF). Observamos uma correlação positiva entre TNF e TNFR1 em linfócitos 

CD4+ (r: 0.65) e monócitos totais (r:0.69) na forma indeterminada (Fig. 9A, E).  Em 

contrapartida, foi observado uma correlação negativa em células T reg (r: -1.0) e 

CD16+ (-0.78) com o TNF, pela expressão de TNFR1 e TNFR2, respectivamente 

(Fig. 9C e G).  

Já na forma cardíaca (CARD1 e CARD2), TNFR2 aumenta à medida que TNF 

aumenta em monócitos clássicos e intermediários (Fig. 9B, D e F). Diferentemente, a 

população de monócitos não clássicos expressando TNFR1 parece impactar 

negativamente níveis de TNF nessas células provenientes do grupo CARD2 (Fig. 

9H).  
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Figura 9. Correlação entre receptores de TNF em diferentes populações celulares e o TNF. Seta em 
negrito indica o receptor significativamente estatístico. R: rank de spearman  

 

3.4.3 Correlação de TNFR1 e TNFR2 em diferentes populações de células por 

grupo 

 

Foi realizada a correlação TNFR1 vs TNFR2 para verificar possível interação 

entre os receptores. Os dados sugerem correlação estatística significativa somente 

em populações de de células CD14+ e de CD16+ na forma IND e CARD1. Na forma 
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IND, à medida que o TNFR1 aumenta, a frequência de TNFR2 diminui, sendo, 

portanto, uma correlação negativa (r:-0.72) (Fig. 10A).  Em contrapartida, nessa 

mesma população de células, esses receptores se correlacionaram positivamente na 

forma CARD1 assim como em células CD16+ (Fig. 10B e C).  

 

Figura 10. Correlação entre os receptores de TNF em populações de células. R: rank de spearman 
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DISCUSSÃO  

A resposta imune na doença de Chagas tem relação com a carga parasitária, 

vias de infecção, fatores de virulência do parasita, do hospedeiro e influência de 

fatores neuroendócrinos (MORROT et al., 2016), podendo ser benéfica no início da 

infecção e relacionada com controle da parasitemia, mas com prejuízos evidentes 

em portadores crônicos sintomáticos, sobretudo com a forma cardíaca. Após a 

invasão do parasita e interação com as células, há uma forte ativação da resposta 

imune inata e adaptativa, que juntas atuam, mas não são suficientes para eliminação 

completa do T. cruzi. Este protozoário adquiriu vários mecanismos de evasão do 

sistema imunológico em decorrência de uma extensa história de coevolução entre 

parasita-hospedeiro (ACEVEDO, GIRARD, GÓMEZ, 2018), permanecendo muitos 

aspectos ainda não esclarecidos.  

Muitos estudos demonstram a participação de uma ampla variedade de perfis 

celulares tanto da resposta imune inata: monócitos e células NK, quanto células da 

resposta imune adaptativa, como Linfócitos T e relação dessas células com formas 

clínicas. Além disso, análises de perfis de citocinas pró e anti-inflamatório sugerem 

que a IL-10 está mais elevada em indivíduos com a forma IND quando comparada 

aos da forma CARD, sugerindo que esta citocina esteja controlando a morbidade da 

doença por impedir a progressão para as formas clínicas sintomáticas (ARAÚJO et 

al., 2011; COSTA et al., 2009; GOMES et al., 2003; MAGALHÃES et al., 2012; 

SOUZA et al., 2004).  

Em contrapartida, citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α estão em 

níveis mais elevados em portadores da forma cardíaca e possivelmente, 

representam piora da função cardíaca (GUEDES et al., 2016; TALVANI et al., 2004).  

O TNF é produzido por uma diversidade de células imunes e não imunes, sendo a 

primeira citocina a ter seus níveis aumentados minutos após qualquer lesão 

(MONACO et al., 2014). Devido a sua comprovada participação na imunopatologia 

chagásica, buscamos compreender e avaliar a expressão dos receptores de TNF, 

TNFR1 e TNFR2 em células da imunidade inata, como monócitos totais e suas 

subpopulações, além de células CD16+ e células da resposta imune adaptativa, 

como Linfócitos CD4+, CD8+ e T regulatórios provenientes de portadores crônicos 

com diferentes graus de acometimento cardíaco no contexto ex vivo. 
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Nossos dados sugerem um aumento na expressão de TNF por linfócitos 

TCD4+ e TCD8+ na forma cardíaca grave quando comparado a forma cardíaca leve. 

Apesar dos monócitos serem importantes fontes de TNF, a população de monócitos 

clássicos e intermediários, tem níveis mais baixos de TNF na forma cardíaca (leve e 

grave) quando comparado ao grupo de cardiopatas sem chagas e forma 

indeterminada. Esses dados reforçam que mesmo sendo os monócitos importantes 

fontes de TNF, são os Linfócitos TCD4 e TCD8, principais responsáveis pelo dano 

ao coração.   

Comparamos a expressão dos receptores TNFR1 e TNFR2, por células e por 

grupo (Fig. 1,2 e 4). Como já descrita na literatura,  o TNFR1 tem uma frequência 

mais baixa, sendo encontrado constitutivamente na maioria das células, porém o 

TNFR2 tem expressão muito mais restrita à células imunes, como Monócitos, 

Linfócitos Treg (levando a uma estimulação dessa subpopulação de células) além de 

células endoteliais e neurônios (CARPENTIER; COORNAERT; BEYAERT, 2004),  

Na forma IND, a frequência de TNFR1 foi maior em células CD16+ quando 

comparada a T reg e TCD8+. De maneira contrária há uma mudança no percentual 

entre TNFR1 e TNFR2 na forma cardíaca grave (CARD2). Onde a frequência de 

TNFR2 em linfócitos TCD8+ foi maior quando comparada a população de CD14+ e 

CD16+. Além disso, verificamos que Linfócitos TCD4+CD120B+ aumenta em 

portadores CARD1 quando comparado ao grupo IND.  

O TNFR1 contém um domínio de morte e tem sido relacionado a mecanismos 

apoptóticos e pró-inflamatórios quando ligado ao TNF. Enquanto o TNFR2 está 

associado com mecanismos regulatórios. O TNFR2 não tem domínio de morte, mas 

pode induzir indiretamente a morte celular via TNFR1, pela passagem do ligante em 

que o TNF se liga ao TNFR1 (TARTAGLIA et al., 1993a, 1993b). Este receptor forma 

um complexo intracelular com o fator associado ao receptor de TNF (TRAF) (REDDY 

et al., 2000). Este receptor está mais associado com efeitos homeostático como 

sobrevivência celular e regeneração de tecidos. Nossos resultados mostram que há 

uma expressão desregulada desse receptor em portadores da forma cardíaca, e que 

pode estar acontecendo o processo “passagem de ligante” (TARTAGLIA et al., 

1993a, 1993b; ANDERTON et al., 2020).  

Em camundongos deficientes de TNFR2 a capacidade proliferativa de células 

TCD4+ e TCD8+ foi prejudicada levando a diminuição da produção de citocinas 

inflamatórias (KIM et al., 2006; 2008). Em nosso estudo, verificamos que Linfócitos 
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TCD4+ e Linfócitos TCD8+ expressando TNFR1 e TNFR2 e TNF aumentaram em 

portadores CARD2 quando comparado aos CARD1. Parece não haver distinção 

entre mecanismos inflamatórios e regulatórios desempenhados por esses receptores 

nesses pacientes. Ainda que Linfócitos TCD8+ expressando TNFR2 esteja 

diminuído na forma IND, parece haver algum mecanismo compensatório, já que 

houve aumento intracitoplasmático de IL-10 no grupo CARD2 quando comparado ao 

CARD1 e IDIOP (controle usado para comparação de cardiopatia grave, já que 

possuem percentual de FEVE semelhantes).  

Percentual de Linfócitos TCD8+ TNFR1+ está associado ao dano cardíaco 

(através do percentual da FEVE) em portadores cardíacos graves, enquanto estas 

células se correlacionaram negativamente na forma IND, o que sugere, que de fato 

linfócitos TCD8+TNFR1+ está implicada pelo dano no coração.  

Verificamos que a população de Linfócitos TCD4+ e monócitos totais 

expressando TNFR1 se correlacionou positivamente com os níveis de TNF 

intracitoplasmático na forma IND, e este mecanismo de ativação de TNF/TNFR1 

parece ser importante já na fase indeterminada da doença, diferentemente das 

outras populações celulares, onde ocorreu uma correlação negativa entre TNFR1 e 

TNF.  Nosso grupo demostrou que receptores solúveis do tipo 1 (sTNFR1) se 

correlacionou negativamente com níveis de TNF solúveis na forma IND (TORRES et 

al., 2022). E a partir desses dados concluímos que algumas células de fato podem 

contribuir para a patogênese cardíaca.  

Nesse estudo, avaliamos os receptores em células da resposta imune inata, 

como os monócitos. Dividimos em monócitos totais (CD14+) e suas subpopulações. 

Os monócitos são importantes células durante o processo inflamatório, pois ao 

serem recrutados por diferentes estímulos tais quais, citocinas pró-inflamatórias se 

diferenciam em macrófagos e atuam na eliminação de micro-organismos, porém 

podem desempenhar atividades prejudiciais aos tecidos, uma vez que são fontes de 

espécies reativas de oxigênio (BELGE et al., 2002; LUNA-GOMES et al., 2014; 

PINTO et al., 2018) 

 Verificamos que o percentual de Monócitos CD14+TNFR2+ está diminuída 

na forma cardíaca grave, mas assim como Linfócitos TCD4+ e TCD8+, a frequência 

dessa população de células aumentou na forma CARD2, o que pode sugerir que 

várias populações celulares estejam hiper-responsivas ao TNF e juntas contribuem 

para a imunopatologia. Já na forma IND, a população de monócitos CD14+TNFR1+ 
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também se correlacionou positivamente com os níveis de TNF. Esses achados 

parecem reforçar que na fase assintomática, monócitos parecem contribuir com 

algum tipo de progressão clínica, pois ao correlacionarmos ambos os receptores, 

verificamos que enquanto se correlacionam negativamente na forma IND, na forma 

cardíaca a correlação é positiva.  Ainda que essa população não se correlacione ao 

dano cardíaco, pela correlação com o %FEVE, parecem estar interagindo com 

outros células, sobretudo Linfócitos T.  

Quando avaliamos a expressão dos receptores por células, a população de 

células CD16+ TNFR1+ está aumentada quando comparada as células T reg em 

portadores CARD2 e IND. Mas essa frequência muda com relação ao TNFR2. É 

evidente a mudança de expressão de TNFR1 e TNFR2 por células CD16+ em 

portadores CARD2. O que também é notado na análise feita por grupo de pacientes, 

onde células CD16+TNFR2+ estão diminuídas em portadores CARD2 quando 

comparados aos CARD1 e IDIOP. De maneira contrária, a população dessas células 

expressando TNFR1 e TNF diminuiu em portadores que tinha a forma CARD1 

quando comparada a todos os outros grupos de pacientes. Ao correlacionar os 

receptores, TNFR1 vs TNFR2, verificamos uma correlação negativa entre TNFR2 e 

TNF na forma IND.  Apesar desses achados, essa população de células não tem 

relação com o dano cardíaco, evidenciados pela associação ao %FEVE.  

As subpopulações de monócitos expressam diferentemente moléculas CD14 

e CD16, sendo classificados em clássicos (CD14++CD16-), intermediários 

(CD14++CD16+) e não clássicos (CD14+CD116++). Com funções distintas essas 

subpopulações estão sendo cada vez mais estudadas na imunopatologia chagásica.  

Curiosamente, ao avaliarmos as subpopulações de monócitos entre o grupo de 

pacientes, apenas a subpopulação de monócitos intermediários apresentou 

diferença estatística, com diminuição no grupo CARD1 quando comparado ao grupo 

IDIOP. Esta subpopulação também é conhecida como monócitos inflamatórios e 

está envolvida com mecanismos de angiogênese. PEREZ-MAZLIAH et al., (2018) 

verificaram um aumento na população de monócitos não clássicos em CARD1 e 

cardiopatia não chagásica (PEREZ-MAZLIAH et al., 2018; PINTO et al., 2018; 

GOMEZ-OLARTE et al., 2019).  

Ao avaliar a expressão dessas subpopulações de monócitos expressando 

receptores de TNF, observamos diferenças somente na população de monócitos 

não clássicos, onde observamos aumento da expressão de TNFR1 nessas células 
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no grupo CARD2 quando comparado ao IDIOP. Monócitos não clássicos tem 

relação com patrulhamento e potente função anti-inflamatória (REF) e....  

Com relação a produção de citocinas, não encontramos diferenças na 

produção de TNF, mas sim de IL-10 em todas as subpopulações com tendencias 

similares de produção expressando os diferentes receptores.  

Para nossa surpresa, a frequência de TNFR1 foi maior na população de 

monócitos não clássicos em todas as formas clínicas, enquanto a expressão de 

TNFR2 foi maior em monócitos intermediários. O que de fato comprova a 

complexidade da imunologia na doença de chagas. Parece haver uma disfunção 

nesses receptores nessas células (ACEVEDO; GIRARD; GÓMEZ et al., 2018).  

Ainda assim essas populações celulares não se correlacionam com o dano 

cardíaco. As correlações entre TNFR e TNF mostram que na forma cardíaca à 

medida que aumenta o TNFR2 aumenta TNF em populações de monócitos clássicos 

e intermediários. Já em monócitos não clássicos, a diminuição de TNF se 

correlaciona com aumento de TNFR1, podendo, de fato o TNFR2 sendo importante 

receptor de TNF e passando a citocina para o TNFR2 através da passagem de 

ligante. (TARTAGLIA et al., 1993a,1993b) 

As células T reguladoras tem função crucial no sistema imunológico pois além 

de ter relação com mecanismos de tolerância, reconhecendo autoantígenos, 

também participa na modulação de outras células, diminuindo a atividade de células 

T com potencial patogênico ou danoso ao hospedeiro via IL-10 e TGF-β. No 

contexto da doença de chagas e diante de todo o exposto, essa população de 

linfócitos está aumentada em portadores assintomáticos quando comparado aos 

sintomáticos sobretudo a forma cardíaca (VITELLI-AVELAR et al., 2005; SILVEIRA 

et al., 2009; ARAÚJO et al., 2012; ARAÚJO et al., 2011).  

Nossos resultados apontam um aumento de Linfócitos T regulatórios em 

portadores CARD2 enquanto a população expressando TNFR1 está diminuída em 

comparação ao grupo IND. As células T reg parecem influenciar de alguma forma a 

expressão de TNFR1, comprovado pela correlação negativa entre TNFR1 e TNF na 

forma IND. Foi demonstrado que TNFR2 é crítico para a função supressiva de Tregs 

humanos e de camundongos (MOATTI; COHEN, 2021). Não encontramos 

correlação entre TNFR1 e TNFR2 em células Treg.  

Esse estudo é pioneiro na avaliação desses receptores em diferentes células 

da resposta imune inata e adaptativa da doença de Chagas em diferentes formas 
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clínicas. Nossos achados revelam que TNFR1 tem associação ao dano cardíaco por 

linfócitos TCD8+, mas que TNFR2 também atua nesses portadores. Diante da 

complexidade da resposta imune na doença de Chagas, pode estar acontecendo a 

passagem de ligante do TNF para TNFR1.  Estudos mais detalhados envolvendo o 

bloqueio desses receptores por drogas anti-TNF nessas células devem ser 

estimulados.  
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7 CONCLUSÃO  

 

• TNF atua na patogênese cardíaca através do seu aumento tanto em células 

quanto em sobrenadante de cultura de portadores com a forma cardíaca 

grave; 

• Linfócitos TCD4+ e TCD8+ são células principais envolvidas na produção de 

TNF em portadores com a forma cardíaca grave;  

• Em portadores com a forma cardíaca grave há uma desregulação na resposta 

imune, com predomínio de uma resposta Th1, por TNF sobre Th2 com 

diminuição de IL-4; 

• TNF é uma citocina pleiotrópica, pois seu bloqueio com Adalimumabe e 

Etanercepte resultou na alteração de todas as citocinas do perfil inflamatório e 

regulatório;  

• Os efeitos dos bloqueadores de TNF variaram entre os grupos de pacientes, 

indicando que a gravidade da cardiopatia chagásica influencia a resposta 

imunológica. O Alimumabe e Etanercepte apresentaram impacto significativo 

na redução do TNF, sobretudo no grupo com cardiopatia grave (CARD2), o 

que pode sugerir que a utilização de bloqueadores de TNF pode ser mais 

benéfica em estágios mais avançados da doença. 

• A combinação de bloqueadores de TNF com Benzonidazol mostra potencial 

para modular a resposta imunológica, indicando uma possível abordagem 

terapêutica mais ampla no futuro, ampliando as opções de tratamento em um 

cenário onde as opções são limitadas. 

• A dinâmica de produção de receptores em células não reflete a nível 

sorológico, pois receptores solúveis de TNF, sTNFR1 e sTNFR2, apesar de 

estarem aumentados em portadores crônicos da doença de Chagas, não tem 

diferenças com relação as formas clínicas;  

• TNFR1 e TNFR2 tem expressão aumentada em diversos tipos celulares da 

resposta imune inata e adaptativa provenientes de portadores com doença de 

Chagas crônica;  

• Linfócitos TCD8 expressando TNFR1 podem estar intimamente ligado ao 

dano cardíaco e à progressão da doença. 
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•  As associações observadas entre frequência de receptores/citocinas e a 

gravidade da doença indicam potenciais alvos terapêuticos e marcadores 

prognóstico
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