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RESUMO 



Segundo a Organização Mundial de Saúde, existem cerca de 7 milhões de pessoas 
infectadas pelo Trypanosoma cruzi em todo o mundo (WHO, 2014). A doença de 
Chagas foi, por muito tempo, considerada uma doença endêmica de áreas rurais e 
países latinos. No entanto, hoje, apresenta um novo perfil de incidência, dada a sua 
disseminação para áreas não endêmicas, principalmente por transfusão sanguínea, 
transplante de órgãos e o surgimento de surtos de contaminação por via oral, 
tornando-se uma preocupação global.  Um dos grandes desafios no tocante à 
doença é a identificação de biomarcadores de prognóstico e evolução clínica 
diferencial em indivíduos infectados compreendendo como os eventos imunológicos 
da fase aguda podem direcionar a progressão da doença na fase crônica. T. cruzi é 
classificado atualmente em seis discrete typing unit (DTUs) (Tc I – VI) de acordo com 
Zingales (2009).  Muitos autores acreditam que a diversidade genética do parasito 
pode influenciar no curso da infecção, e que cepas de pertencentes a diferentes 
DTUs induzem respostas distintas nos indivíduos infectados, polarizando as formas 
clínicas. Nosso estudo objetivou: (1) diagnosticar, por reação em cadeia da 
polimerase, a infecção por Trypanosoma cruzi, (2) determinar o seu respectivo DTU 
utilizando testes sequenciais de PCR, baseados em 3 marcadores: o gene COII, o 
espaçador intergênico do gene miniéxon e gene rDNA 24Sα, e (3) analisar o perfil 
imunológico em amostras de pacientes chagásicos agudos, provenientes do estado 
do Pará, correlacionando a DTU ao perfil imunológico e clínico apresentado por 
esses indivíduos. Em nossas análises, foi possível a identificação de três DTU 
distintas nas amostras de 13 dos 31 pacientes provenientes do Estado do Pará (TcI, 
TcIII e TcIV) utilizando metodologia proposta por Ávila (2009), dentre estes, dois 
casos de co-infecção por TcIII e TcIV ainda não relatados na literatura. Importante 
destacar que TcIII é raramente encontrada infectando humanos sendo nosso 
registro  o primeiro a identificar TcIII em humanos no estado do Pará. Os indivíduos 
que apresentaram baixa parasitemia mostraram maiores frequências de células T 
CD8+ ativadas expressando granzima A, IFN- γ e IL-17, sugerindo que os indivíduos 
com baixa parasitemia têm um perfil de resposta mais efetor no controle do parasito. 
Não houve diferenças significativas entre a frequência de células T CD4+ e CD8+ e 
produção das citocinas IFN-γ e IL-17 entre indivíduos infectados por T. cruzi 
pertencentes ao TcI, TcIII e TcIV. No entanto, observou-se uma maior frequência de 
expressão de IL-10 por células T CD8+ em pacientes onde foram identificados TcIII e 
TcIV. Deste modo, nossos dados vêm trazer novas contribuições para o 



entendimento da fase aguda da doença e a influência de presença/níveis de 
parasitemia e da diversidade genética nos eventos imunológicos durante curso da 
infecção por T. cruzi.  
Palavras-chave: T. cruzi, diversidade genética, DTU, TcIII, TcI, TcIV, resposta 
imunológica, fase aguda, parasitemia. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 



According to the World Health Organization, there are about 7 million people infected 
with Trypanosoma cruzi worldwide (WHO, 2014). Chagas disease has long been 
considered an endemic disease in rural areas and Latin countries. However, its 
spread to non-endemic areas mainly by blood transfusion, and organ transplantation 
has been observed. Moreover, the emergence of outbreaks, mainly due to oral 
infection is becoming a global concern.  A major challenge with regards to the 
disease is the identification of prognostic biomarkers of differential clinical outcome in 
chronically infected individuals, as well as the understanding as to how the 
immunological events in the acute phase can drive disease progression in chronic 
phase. T. cruzi is currently classified in six discrete type units DTUs (Tc I - VI) 
according to Zingales (2009). Many authors believe that the genetic diversity of the 
parasite can influence the course of infection, and that strains belonging to different 
DTU induce different responses in infected individuals, polarizing clinical forms. Our 
study aimed to (1) diagnose, by polymerase chain reaction, T. cruzi infection in acute 
patients, (2) determine parasite DTU using sequential tests PCR, based on 3 
markers: the COII gene, the intergenic spacer miniéxon gene and gene rDNA 24Sα, 
and (3) analyze the immune profile of the acute patients, correlating the DTU to the 
immune and clinical profile presented by these individuals. In our analysis, it was 
possible to identify three distinct DTU in samples from 13 of the 31 patients from 
Pará (TcI, TcIII and TcIV) using the methodology proposed by Avila (2009). Among 
these, two cases of co-infection TcIII and TcIV, not yet reported in the literature, were 
observed. Importantly, TcIII is rarely found infecting human, being our record the first 
to identify TcIII in humans in the state of Pará. The individuals who presented low 
parasitemia showed higher frequencies of CD8+ T cells expressing activated 
granzyme A, IFN-γ and IL-17, suggesting that individuals with low parasitemia have a 
more effector response profile, favouring parasite control. There were no significant 
differences between the frequency of CD4+ and CD8+ T cells and production of IFN-γ 
and IL-17 from the T. cruzi -infected individuals belonging to the TcI, TcIII and 
TcIV.However, a higher frequency IL-10 expression by CD8+ T cells was observed in 
patients infected with TcIII and TcIV. Thus, our data brings new contributions to the 
understanding of the acute phase of the disease and the influence of presence / 
levels of parasitemia and parasite genetic diversity in immunological events during 
the course of T. cruzi infection. 



Keywords: T. cruzi , genetic diversity, DTU, TcIII, TcI, TcIV, immune response, acute 
phase, parasitemia. 
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         1.1 Considerações gerais sobre a Doença de Chagas 
 
A Tripanosomíase americana, ou Doença de Chagas (DC), carrega o nome 

do pesquisador brasileiro Carlos Chagas que a identificou em 1909. A competência 
científica de Carlos Chagas permitiu que este descrevesse a biologia, os 
reservatórios, transmissores, epidemiologia, manifestações clínicas e patologia 
associada à doença em um curto espaço de tempo (CHAGAS, 1909). Poucas vezes 
uma enfermidade foi descrita de maneira tão completa por um mesmo pesquisador.  
A DC é uma doença infecciosa potencialmente fatal cujo agente etiológico é o 
protozoário hemo-flagelado Trypanosoma cruzi. Na infecção clássica, o protozoário 
é transmitido junto às fezes e urina do inseto hematófago durante o repasto 
sanguíneo. O vetor, popularmente conhecido como barbeiro, pertence à família 
Reduviidae cujos gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus são os de maior 
importância epidemiológica no mundo. No Brasil, o vetor triatomíneo é o de maior 
distribuição, sendo encontrado em praticamente todas as regiões do país (DIAS, 
2000). A doença é comum em localidades rurais e ribeirinhas, pelo maior contato 
entre a população e o vetor, além da proximidade com os reservatórios naturais do 
agente.  
A transmissão por transplante de órgãos, transfusão de sangue e transmissão 
congênita são menos frequentes (MONCAYO, 2003), porém demandam atenção 
dos órgãos responsáveis pelos bancos de sangue e de órgãos, principalmente 
naquelas regiões onde o controle é ainda deficiente e onde a doença não é 
endêmica. A transmissão por via oral, consequente ao consumo de produtos 
oriundos de regiões endêmicas, como o consumo crescente do açaí, por exemplo, 
apesar de menos comum, tem aumentado nos últimos anos e vem despertando a 
atenção dos órgãos de controle (ANDRADE et al., 2014). 
 Em 2010, a 63ª World Health Assembly publicou a resolução WHA63.20 
destacando a gravidade da Doença de Chagas em países endêmicos e não 
endêmicos, mostrando  a necessidade de medidas para controlar a transmissão da 
doença, diagnóstico e tratamento (WHO, 2010; ANDRADE et al., 2014). Segundo a 
Organização Mundial de Saúde (WHO, 2014) estima-se que cerca de 7 a 8 milhões 



 

23  

de pessoas estão infectadas em todo o globo. Apesar de países como o Brasil, 
Chile, Argentina e Uruguai terem controlado a transmissão nas últimas décadas, em 
outros países latinos ainda é grande a sua incidência, demonstrando a necessidade 
de se manter medidas de vigilância epidemiológicas no país. O controle de vetores, 
a triagem de sangue e órgãos ainda são os métodos mais úteis de controle da 
doença em regiões endêmicas. 
Morfologicamente, o Trypanosoma cruzi apresenta-se sob quatro formas durante o 
seu ciclo de vida (Figura 1), que passa de hospedeiro invertebrado aos mamíferos: 
as formas tripomastigota, amastigota, epimastigota. A forma tripomastigota 
metacíclica é a forma infectante do parasito no mamífero, incluindo o homem, e se 
desenvolve no intestino no vetor triatomíneo. Após infectar o hospedeiro vertebrado 
(2), os tripomastigotas invadem as células e se diferenciam na forma amastigota, 
aflagelada, se replicando no citoplasma das células do hospedeiro (3). Após vários 
ciclos de divisão binária se diferenciam novamente em tripomastigotas flagelados 
rompendo as células e ganhando a circulação sanguínea para infectar outras células 
(4), espalhando a infecção por todo o organismo do hospedeiro, ou para ser ingerido 
pelo triatomíneo durante o repasto sanguíneo, quando se transforma na forma 
epimastigota (5 e 6). Estes se replicam no intestino do hospedeiro invertebrado se 
diferenciando em tripomastigotas metacíclicos (7 e 8) que então são eliminados nas 
fezes e urina do triatomíneo no momento do repasto (1), completando, assim, o ciclo 
de vida do parasita (DaRocha et.al.; 2002).  
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros invertebrado e vertebrado (Adaptado de Centers of  Disease Control and Prevention - CDC, 2014).  
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O protozoário Trypanosoma cruzi pertencente à ordem Kinetoplastida e a família 
Trypanosomatidae (REY, 2001) é caracterizado por possuir uma única estrutura 
mitocondrial: o cinetoplasto. Este possui de 20-25% do DNA total da célula 
denominado DNA do citenoplasto ou kDNA (BRENER, 1997; SOUZA, 2009). O 
kDNA organiza-se em uma complexa rede de moléculas circulares concatenadas: o 
maxicírculo e o minicírculo. Organiza-se próximo ao núcleo e sua forma e 
organização estrutural podem variar de acordo com a fase da vida do protozoário 
(SOUZA, 2009).  
 Os maxicírculos variam de 22 a 50 cópias por célula e 22.000 pares de base (pb) 
em média. Funcional e estruturalmente, o DNA dos maxicírculos são equivalentes 
aos DNA mitocondrial em outros eucariotos, codificando RNA e subunidades do 
complexo respiratório (JUNQUEIRA et al., 2005). O maxicírculo organiza-se em uma 
região transcrita contendo genes de RNA ribissomal, estruturais, de uma região 
variável, e repetidas sequências variadas cuja função ainda não se conhece 
(SIMPSON, 1987). Uma importante característica do DNA do maxicírculo é a falta de 
elementos-chave para a tradução, como janelas de aberta de leitura descontínua e 
alguns códons de iniciação; então, após a transdução, são adicionadas ou 
removidas uridinas à sequência do RNA mensageiro transcrito (SIMPSON, 1987). 
Após o sequenciamento do DNA dos maxicírculos da cepa Esmeraldo e do clone CL 
Brener, revelou-se que as regiões codificantes apresentam pouca variação de 
nucleotídeos, apresentado algumas poucas inserções e/ou deleções cepa-
específicas, mostrando uma alta conservação de gene da ordem Kinetoplastida com 
padrões semelhantes dentro do gênero Trypanosoma spp.  Estes achados 
sugeriram que o maxicírculo pode ser um ótimo marcador para a diferenciação das 
DTU (WESTERBERGER et al., 2006).  
Os minicírculos possuem 95% do kDNA total. Estão organizados em quatro regiões 
distintas, extremamente variáveis quanto às suas sequências e que podem ser 
diferentes entre os isolados do parasito (TEIXEIRA et al., 2006). Estas sequências 
hipervariáveis se organizam de maneira intercalada com quatro regiões 
extremamente conservadas que correspondem a aproximadamente 10% do DNA do 
minicírculo e estão dispostas em 90º em relação às outras. A região variável dos 
minicírculos está envolvida na formação de RNAs guias que controlam o processo 
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de edição (inserção e remoção de uridinas) do RNA mensageiro originado dos 
maxicírculos (JUNQUEIRA et al., 2005; WESTERBERGER et al., 2006). Os 
minicírculos são muito variáveis entre as populações de T. cruzi, evoluindo 
rapidamente, o que permite a diferenciação de cepas que são evolutivamente muito 
próximas. Além disso, o elevado número de cópias dos minicírculos colocou-os 
como alvo preferencial para o diagnóstico por amplificação por reação em cadeia da 
polimerase em indivíduos infectados pelo parasito, pois pode apresentar um único 
marcador comum às todas as cepas de T. cruzi (ÁVILA et al., 1991; MEIRA et al., 
2002; JUNQUEIRA et al., 2005). 
 

1.2 Manifestações Clínicas 
 

 Clinicamente, a doença de Chagas apresenta-se em duas fases sucessivas e 
distintas: aguda e crônica (PRATA, 2001). A fase aguda é caracterizada por intenso 
parasitismo, acometimento parasitário em vários órgãos e tecidos e, ainda, 
inflamação; sendo crítica para o desenvolvimento da doença por vários fatores. Por 
ser a fase inicial da infecção, é o espelho da interação parasito-hospedeiro, muitas 
vezes assintomática. Quando aparecem, os sintomas mais frequentes são febre 
persistente por mais de sete dias, geralmente acompanhada de cefaleia, mal estar e 
astenia. Além de adenomegalia, exantema, edema de face ou membros, 
hepatomegalia, esplenomegalia, cardiopatia aguda, manifestações hemorrágicas, 
icterícia, sinal de Romanã ou chagoma de inoculação (SOUZA et al., 2013). Deve-se 
mencionar que os surtos de contaminação aguda que vem sendo observados nos 
últimos anos no Brasil, levam a uma fase aguda atipicamente sintomática, onde os 
indivíduos desenvolvem vários dos sintomas mencionados acima, inclusive tendo 
sido identificada a ocorrência de óbitos (PINTO et al., 2008; 2009; BELTRÃO et al., 
2009; ANDRADE et al., 2011; ANDRADE et al., 2014). Os eventos imunológicos 
durante a fase aguda podem direcionar a evolução da doença na fase crônica. 
Manifestações graves na fase aguda da doença geralmente estão associadas ao 
desenvolvimento de formas clínicas graves da fase crônica. O diagnóstico ainda 
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nesta fase permite a introdução de tratamentos que podem levar a cura (PINTO et 
al.; 2008).  
Controlada a parasitemia pelo sistema imune do hospedeiro, com o envolvimento 
principalmente das células do sistema imune inato, em um primeiro momento, e 
posterior desenvolvimento de uma resposta específica com o envolvimento de 
linfócitos T e B sensibilizados, a fase crônica da doença é estabelecida. Duas 
formas são típicas da fase crônica: indeterminada e sintomática. A maior parte dos 
pacientes, cerca de 70% dos casos, desenvolve a forma indeterminada que é 
caracterizada por ausência de sintomas específicos, porém com sorologia positiva 
para T. cruzi, enquanto que, na forma sintomática, além da sorologia positiva há o 
aparecimento de lesões em órgãos/sistemas específicos. 
 A forma sintomática é subdividida de acordo com o sistema a que acomete: 
digestiva, cardíaca e cardiodigestiva (RASSI JR et al, 2010). A forma digestiva é 
caracterizada por lesões no sistema nervoso entérico do esôfago e cólon levando ao 
desenvolvimento de dilatações denominadas megaesôfago e megacólon. A forma 
cardiodigestiva é a mais incomum e está associada a alterações no sistema 
cardiovascular e digestivo. Já a forma cardíaca é caracterizada pelo acometimento 
do sistema nervoso autônomo cardíaco, hipertrofia do miocárdio, degeneração dos 
miócitos e fibrose intersticial grave caracterizando os diferentes espectros da forma 
clínica cardíaca da doença de Chagas que, dentre as três formas, é a que apresenta 
maior morbidade (RIBEIRO, 1998). 
 
1.3 Aspectos imunológicos da Doença de Chagas 

 

A mobilização do sistema imunológico na doença de Chagas é de extrema 
importância para a redução da carga parasitária ou até mesmo na eliminação do 
patógeno. Porém, esta mesma resposta imune que auxilia no controle do parasito 
tem sido associada ao desenvolvimento das formas sintomáticas da doença 
(DUTRA & GOLLOB, 2008). 
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No curso da infecção por T. cruzi, a resposta inata e a adaptativa são atuantes. No 
entanto, a resposta imune inata está mais associada aos momentos iniciais da 
infecção, uma vez que a resposta imune adaptativa precisa de um tempo para ser 
gerada. Num primeiro momento, a ativação de macrófagos na infecção por T. cruzi é 
um evento de extrema importância, pois confere resistência ao parasito. A grande 
maioria dos estudos durante a infecção aguda foram realizados utilizando-se 
modelos experimentais. Nestes estudos, observou-se que, após os parasitas serem 
fagocitados, os macrófagos liberam IL-12 e TNF-α, induzindo a produção de IFN-γ 
pelas as células Natural killer (NK) (SILVA et al., 1992).  O IFN-γ pode desempenhar 
um importante papel protetor na infecção por T. cruzi atuando na redução da 
parasitemia ativando macrófagos e induzindo a produção de Espécies Reativas de 
Oxigênio (ROS) e Óxido Nítrico (NO) por estas células (ALIBERTI et al., 1999; 
MACHADO et al., 2000).  
Dados experimentais mostram uma auto regulação do sistema imune, reduzindo a 
ativação dos macrófagos e a produção de NO. Citocinas como IL-10 desempenham 
um importante papel regulador da resposta. De modo geral, a IL-10 reduz a 
expressão de MHC-II, regula algumas funções de macrófagos diminuindo, por 
exemplo, a produção de TNF-α por estas células, além de regular a proliferação de 
linfócitos T e a produção de citocinas inflamatórias como IFN-γ (FIORENTINO et al., 
1989). Na doença de Chagas, ela atua inibindo a produção de NO por macrófagos 
ativados por IFN-γ diminuindo assim, a sua atividade tripanocida (ABRAHAMSOHN 
& COFFMAN, 1996) o que reduz a reatividade do sistema imune ao T. cruzi, mas, 
por outro lado, favorece o parasito.  
Outro importante elemento regulador da resposta na infecção por T. cruzi é a 
citocina IL-17, que tem como fonte principal células Th17, sendo produzidas também 
por LT CD8+ e Natural Killer (NK) (revisado por ANNUNZIATO et al., 2010). Em 
modelo experimental, foi demonstrado que esta citocina induz a produção de IL1-β e 
TNF-α por macrófagos, desempenhando um papel protetor contra o parasito 
(MIYAZAKI et. al, 2010). Em 2010, utilizando modelos experimentais de doença de 
chagas crônica, Guedes e colaboradores demonstraram que a IL-17 desempenha o 
papel de reguladora do influxo de células para o miocárdio, controlando a miocardite 
induzida pelo T. cruzi. Em humanos, no contexto ex vivo, nosso grupo de pesquisa 
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demonstrou que a IL-17 está relacionada a um melhor prognóstico em pacientes 
cardíacos chagásicos (MAGALHÃES et al., 2013). Essa autoregulação é, 
possivelmente, necessária para antagonizar efeitos potencialmente tóxicos da 
produção de citocinas inflamatórias como o IFN- γ e a IL-12. Além disso, embora 
células da imunidade inata atuem como primeira linha de defesa, moléculas do 
parasito podem modular a resposta do hospedeiro resultando na persistência do T. 
cruzi. Dessa forma, a autoregulação do sistema imune e a modulação da resposta 
pelo parasito, podem contribuir para o aparecimento das manifestações crônicas 
graves da doença (revisado por ANDRADE, 1999; KUMAR & TARLETON, 1998). 
A persistência do antígeno estimula células do sistema imune adaptativo, em 
especial os linfócitos T CD4+ e CD8+, através da sua ativação policlonal, que 
participam ativamente na busca da retomada da homeostasia do organismo. A 
importância dessas populações celulares na resposta à Doença de Chagas já é 
amplamente conhecida e demonstrada por diversos autores. Sabe-se que a 
ausência de células T CD4+ ou CD8+ em modelos experimentais, gera uma infecção 
aguda sem controle, com altos índices de morte (PADILLA et. al 2008; VIEIRA et. al, 
2012; DOMINGUES et. al,  2012). 
A maioria dos estudos sobre resposta imunológica na Doença de Chagas foram 
realizados na fase crônica, sendo a fase aguda pouco estudada. Nosso grupo de 
pesquisa já demonstrou que nas fases aguda e crônica recente em pacientes 
chagásicos não há diferenças na frequência de células CD4+ e CD8+ em relação a 
indivíduos não infectados. No entanto, este mesmo trabalho demonstrou haver 
intensa reatividade celular caracterizada por aumento da frequência de células 
TCD4+ expressando HLA-DR e essa mesma população celular tem contribuição 
significativa na expressão da molécula citotóxica Granzima A. Observou-se ainda 
que a frequência da expressão de citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-α, as quais 
tem participação fundamental no recrutamento linfocitário para os focos 
inflamatórios, em células TCD8+ expressando a molécula citotóxica Granzima A em 
indivíduos ainda em fase aguda e uma menor frequência de células TCD8+ 
expressando IFN-γ em indivíduos crônicos recentes, poderiam contribuir para o 
descontrole do parasito e resposta inflamatória danosa (ANDRADE, 2012). Ainda 
neste estudo, células duplo-negativas demonstraram ter grande destaque, uma vez 
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que foram importantes fontes produtoras tanto de IL-10 quanto de IFN-γ, indicando 
um mecanismo imunorregulatório na fase aguda da doença e na fase crônica 
recente, por sua vez, essas células parecem ser importantes elementos regulatórios 
sendo fonte de IL-10 e IL-17.  
Estudos anteriores, realizados em pacientes de fase crônica, também mostraram a 
elevada ativação de células T em pacientes das formas indeterminada e cardíaca 
(DUTRA et al., 1994), assim como a produção de citocinas imunoregulatórias por 
estes pacientes (DUTRA et al., 1996), evidenciando um perfil inflamatório nos 
pacientes cardiopatas (SOUZA et al., 2004; MENEZES et al., 2003; GOMES et al., 
2003) e anti-inflamatório nos indeterminados (SOUZA et al., 2004; DE ARAÚJO et 
al., 2011; 2012). Nosso grupo de pesquisa demonstrou, ainda, em pacientes 
chagásicos com diferentes formas clínicas, níveis elevados de células CD4+CD28- e 
CD8+CD28- comparados à indivíduos não infectados (DUTRA et al., 1996). Em outro 
estudo, foi demonstrada uma correlação positiva entre LT CD4+CD28- e a produção 
de TNF-α em pacientes chagásicos cardíacos, e entre essas células e a produção 
de IL-10 em pacientes indeterminados (MENEZES et al., 2004) sugerindo um papel 
regulatório importante dessas células na doença de Chagas humana. Também em 
pacientes na fase crônica, Villani et al. (2010) observaram que a estimulação in vitro 
com T. cruzi levou a uma expansão de LT duplo-negativos em pacientes 
indeterminados e cardíacos, com perfil diferencial de produção de citocinas. 
 O estado de ativação das subpopulações de linfócitos T tem sido demonstrado 
como importante no processo de desenvolvimento das formas graves da doença. 
Moléculas co-estimulatórias como CD28, CD80 e CD86 expressas pelas APC, e que 
participam da ativação de linfócitos T, estão envolvidas na patologia da doença de 
Chagas (SOUZA et al., 2004) assim como o  HLA-DR e CTLA-4 (DUTRA et al., 
1994; SOUZA et al., 2006). Vitelli-Avelar e colaboradores (2005), avaliando o 
fenótipo celular de pacientes com as três principais formas clínicas da doença 
(indeterminada, cardíaca e digestiva) no contexto ex vivo, observaram uma maior 
frequência de LT CD4+HLA-DR+ nos pacientes chagásicos quando comparados aos 
não infectados, confirmando dados de Dutra et al. (1994) em relação às formas 
indeterminada e cardíaca da doença. 
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Avaliando a resposta imune no tecido miocárdico de pacientes cardiopatas crônicos, 
Higuchi et al. (1993) observaram um aumento de linfócitos T  CD4+ e TCD8+ com 
predominância dessa última subpopulação em infiltrados inflamatórios do tecido 
cardíaco. Em 2007, Fonseca e colaboradores, corroborando dados de Higuchi et al. 
(1993) e Reis et al. (1993), identificaram por imunohistoquímica uma proporção de 
2:1 de linfócitos CD8+ em relação a CD4+ em infiltrados inflamatórios de indivíduos 
com cardiopatia chagásica e um perfil típico de citocinas Th1 sugerindo ainda que a 
produção local de citocinas, como IL-15 e IL-7, relacionadas a sobrevivência celular 
podem estar associadas o predomínio de LT CD8+ nesses locais.  
A ativação de linfócitos T gera, além de diferenciação funcional dessas células, a 
produção e liberação de citocinas e outros mediadores imunológicos que serão de 
extrema importância na resposta frente à infecção por T. cruzi. Além das citocinas, 
moléculas citolíticas como a Granzima A são importantes elementos no curso da 
infecção, estando diretamente envolvidas na patologia associada à infecção por T. 
cruzi (REIS et al., 1993). A Granzima A, que tem como fontes principais células NK e 
linfócitos T citotóxicos (TRAPANI, 2001), desempenha um importante papel no 
controle do parasitismo. No entanto, também está envolvida no processo de 
degradação da matriz extracelular e destruição da miofibra cardíaca na cardiopatia 
chagásica gerando fibrose, devido a sua capacidade citolítica (CUNÃ & CUNÃ, 
1995). 
  
    1.4 Variabilidade intraespecífica de T. cruzi 
  
O Trypanosoma cruzi reproduz-se por fissão binária e apresenta uma inusitada 
diversidade genética e de características bioquímicas entre as suas cepas. 
Tibayrenc e colaboradores (1986) propuseram que a diversidade presente nas 
linhagens de T. cruzi devia-se a uma evolução predominantemente clonal. No 
entanto, hoje, acredita-se que as trocas genéticas entre estes parasitos contribuíram 
de maneira importante para a estrutura populacional encontrada dentro desta 
espécie. Graças à grande variabilidade presente em T. cruzi, buscaram-se 
marcadores moleculares que fossem capazes de melhor classificar as diferenças 
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genéticas do parasito.  Os primeiros estudos da genética da população de T. cruzi 
basearam-se na análise de perfil eletroforético de isoenzimas, que permitiram dividir 
a espécie em três grupos denominados zimodemas.  Posteriormente, a análise de 
um maior número de isolados, ampliou o número de zimodemas para 43 (MILES et 
al., 1977; 1978). Vários estudos foram realizados buscando uma melhor 
caracterização das diferenças genéticas observadas em Trypanosoma cruzi 
propondo distintas designações (ANDRADE,1974; MILES et al. 1977, 1978, 1981; 
MOREL et al., 1980; TIBAYRENC & AYALA 1991). No entanto, dada a natureza das 
metodologias utilizadas que se baseiam em marcadores de evolução rápida, não foi 
possível categorizar os parasitos em grupos associando as suas características 
moleculares às epidemiológicas (revisado por ZINGALES, 2012).  
Alternativamente, a análise de genes cujas sequências se conservaram ao longo da 
evolução, como por exemplo, genes de RNA ribossômico e genes de miniexon 
mostraram-se interessantes, indicando claro dimorfismo entre os isolados de T. cruzi 
e possibilitando a definição de dois grupos denominados T. cruzi I e T. cruzi II 
(SOUTO et al, 1996; ANÔNIMO, 1999). Porém, esta definição não atribuiu nenhuma 
classificação taxonômica a esses grupos, ou seja, não ficou estabelecido se os dois 
grupos constituiriam subespécies, espécies crípticas ou quase-espécies, além de 
não classificar aqueles isolados híbridos encontrados, recomendando estudos mais 
profundos para a melhor caracterização desses grupos (ANÔNIMO,1999). Nos anos 
conseguintes ao conselho, a comunidade científica continuou explorando a 
diversidade de T. cruzi realizando estudos acerca das características genéticas de 
isolados híbridos em busca de uma melhor classificação (KAWASHITA et al., 2001; 
FREITAS et al., 2006, HERRERA et al., 2007). A partir dos achados de diversos 
pesquisadores, surgiu novamente a necessidade de padronização da nomenclatura 
de classificação dos grupos de T. cruzi, importante para facilitar o entendimento de 
questões de biologia básica do parasito, de características epidemiológicas e de sua 
ecologia e diferença na patogenicidade dos grupos.  
Então, em 2009, na reunião de celebração do centenário da descoberta da Doença 
de Chagas, um conselho recomendou uma nova classificação para os grupos de T. 
cruzi. Definiu-se então que T. cruzi seria classificado em seis grupos (T. cruzi I–VI) e 
cada grupo foi denominado DTU (“Discrete Typing Unit”), que, por definição, é um 
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conjunto de isolados, geneticamente semelhantes e que podem ser identificados por 
marcadores moleculares ou imunológicos comuns (TIBAYRENC, 1998). Além disso, 
a DTU T. cruzi I corresponde ao grupo originalmente definido na primeira reunião do 
conselho e T. cruzi II foi redividida dando origem aos demais DTUs TcII - TCIV 
(ANÔNIMO, 1999; ZINGALES, et al, 2009). 
 

1.5 Aspectos epidemiológicos da Doença de Chagas  
 

A doença de Chagas apresenta diferentes manifestações clínicas cuja prevalência 
varia geograficamente. A distribuição diferencial das formas clínicas da doença e os 
diferentes níveis de suscetibilidade ao tratamento podem estar relacionados à 
fatores ambientais, à variabilidade genética presente dentro da espécie, às 
características genéticas e imunes do hospedeiro ou um combinado destes fatores 
(COURA, 2015). Estudos epidemiológicos tem buscado demonstrar o perfil de 
distribuição das diferentes DTUs e das manifestações clínicas associadas a cada 
uma delas. Abaixo, o mapa de distribuição das DTU e seu ciclo de transmissão 
(Figura 2).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ciclo Silvestre 
Ciclo Doméstico 

Figura 2: Mapa de distribuição das seis DTU na América Latina e o ciclo de transmissão ao qual está 
associado (Adaptado de ZINGALES, 2012).  
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TcI é a DTU mais amplamente distribuída dentre todas. Está associada a ciclo 
silvestre e doméstico com predomínio no norte da América do Sul e América Central, 
incluindo a região amazônica. Está diretamente relacionada às formas cardíaca e 
indeterminada da doença, e parece não favorecer a forma digestiva. Em pacientes 
imunossuprimidos que apresentam reativação da DC está é a DTU mais prevalente, 
estando associada a complicações no sistema nervoso central e meningoencefalite 
nesses indivíduos (COURA, 2007). 
 TcII é a estirpe mais prevalente na região do cone sul e central da América do sul. 
Está comumente associada a forma cardíaca podendo estar associada 
concomitantemente às formas digestivas da doença. TcII, TcVI e TcV parecem ser 
as DTUs mais patogênicas, estando associadas as manifestações cardíacas e 
digestivas. Esta última, mais frequentemente encontrada na Bolívia, Chile e 
Paraguai e com casos já registrados na Argentina (revisado por ZINGALES, 2012). 
TcIII e TcIV estão comumente associadas a ciclo silvestre (MILES et al., 2009; YEO 
et al., 2005) sendo raramente identificado em ciclos domésticos. TcIII já foi isolado 
de animais no oeste da Venezuela e Chaco argentino (revisado por ZINGALES, 
2012). No entanto, diversos autores vêm relatando a identificação de TcIII em 
humanos em diversas localidades como Argentina e semi-árido brasileiro, inclusive 
na Bacia amazônica (LELWELLYN et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010; CURA et 
al., 2012; K MARTINS et al., 2015).  TcIV tem uma distribuição muito semelhante a 
TcIII, com exceção da região do Chaco argentino, no entanto, é a segunda causa de 
infecção na Venezuela (COURA, 2007). 
Em regiões endêmicas, como o Brasil, a transmissão vetorial sempre foi a principal 
causa de infecção por T. cruzi. O Brasil foi certificado em 2006 como livre da 
transmissão vetorial por Triatoma infestans pela Organização Mundial de Saúde 
(OMS) e Organização Pan-americana de Saúde (OPAS) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 
2016) e com o sucesso do controle da transmissão vetorial, outras formas de 
transmissão têm ganhado importância em saúde pública. A infecção oral passou a 
ser então a principal rota de infecção registrada no país atualmente. O crescente 
consumo de açaí (Euterpe oleracea) e o consumo do fruto da palmeira (Arecaceae) 
que é muito comum em áreas peridomiciliares na região amazônica e caldo de cana 
de açúcar (Saccharum spp.) estão sendo relacionados à diversas micro-epidemias 
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de Doença de Chagas Aguda  na região amazônica (NÓBREGA et al., 2009; 
PEREIRA et al.; 2009; SOUZA-LIMA et al., 2013; XAVIER et al., 2014). Vários 
países da América do Sul vem notificando nos últimos anos, surtos de Doença de 
Chagas aguda cujo meio de transmissão seja provavelmente por via oral: Bolivia, 
Venezuela, Colombia e principalmente no Brasil, com a maior parte desses casos 
registrados em localidades da região amazônica, incluindo vários surtos em Belém 
(COURA, 2015). O maior surto foi de 103 casos registrados em Caracas, Venezuela 
em 2007 (ALARCON DE NOYA et al. 2010; 2015). Desde então, 10 casos de surtos 
ocorreram no continente com 249 indivíduos infectados. Em uma revisão publicada 
em 2014, Andrade e colaboradores levantaram o número surpreendente de 73 
casos nos últimos 10 anos de Doença de Chagas aguda em literatura indexada, em 
contraste com os 41 casos registrados nos 20 anos anteriores (1981-2001). A 
situação pode ainda ser mais grave, já que em muitas localidades os casos são 
subnotificados ou o diagnóstico não é satisfatório. 
 
       1.6 Diagnóstico laboratorial da infecção por Trypanosoma cruzi 
 
O diagnóstico laboratorial da infecção por T. cruzi deve ser determinado pela fase da 
infecção. A avaliação clínica inicial, realizada pelo profissional de saúde, vai 
direcionar a escolha do método de acordo com a sintomatologia apresentada pelo 
paciente e/ou antecedentes epidemiológicos, e o diagnóstico de infecção pode ser 
confirmado ou excluído pelos testes laboratoriais. Neste tópico, faremos um breve 
resumo dos métodos diagnósticos utilizados. 
Na fase aguda devem ser priorizados os exames parasitológicos, sendo o exame 
direto do sangue o método de escolha. Nesta fase, há um elevado número de 
formas tripomastigotas na circulação periférica do indivíduo permitindo a 
identificação direta do parasito no sangue. 
No caso de suspeita de infecção crônica, o exame parasitológico é insatisfatório. 
Testes parasitológicos indiretos como a Hemocultura e o Xenodiagnóstico 
dependem da presença de pelo menos um tripamastigota íntegro na amostra para o 
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seu crescimento em meio de cultura (CHIARI & BRENER, 1966), o que pode gerar 
falsos negativos. Isso porque, esta fase é caracterizada pela baixa parasitemia. O 
indicado é a pesquisa de anticorpos específicos contra o parasito, com a realização 
de dois métodos de análise distintos ou de diferentes preparações de antígenos que 
podem ser: Reação de imunofluorescência indireta (RIFI), Hemaglutinação indireta 
(HAI) ou Emzyme Linked Immunosorbent assay (ELISA) (GOMES et al.,2009). No 
entanto, os métodos sorológicos têm a sua especificidade limitada, podendo haver 
reação cruzada com outros tripanosomatídeos presentes em áreas endêmicas, 
como a Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (ARAÚJO, 1986; SILVEIRA et 
al.,2001; CABALLERO et al., 2007). Após o tratamento anti-T. cruzi, a sorologia 
continua positiva por alguns anos. A reversão da sorologia positiva do paciente 
crônico pós tratamento é menor do que 10%, o que prejudica a avaliação da eficácia 
do tratamento aplicado (GOMES et al., 2009).  
As dificuldades no diagnóstico da Doença de Chagas na fase crônica pelos métodos 
citados anteriormente, justificam a busca por métodos mais sensíveis e específicos. 
Entre as técnicas moleculares usadas recentemente, a Reação em cadeia da 
polimerase (PCR) tem sido a mais promissora, por fornecer resultados em um curto 
espaço de tempo ao contrário de testes parasitológicos como a hemocultura, por 
exemplo, que pode levar até 30 dias e ainda assim fornecer um resultado falso 
negativo (BRITO, 2009; MARCON et al., 2002). O T. cruzi, por possuir um genoma 
abundante em sequências repetitivas de DNA que podem ser utilizadas como alvo 
para a detecção, torna essa abordagem altamente viável (CARRIAZO et al., 1998; 
MARCON et al., 2002) e estudos vem mostrando que a técnica é altamente sensível 
(Luquetti & Rassi, 2000). Reações de amplificação de DNA do cinetoplasto (kDNA), 
DNA nuclear e satélite tem sido utilizadas para o diagnóstico de infecção por T. cruzi 
(D´AVILA et al., 2009). A abordagem mais utilizada é a amplificação da região 
variável do minicírculo do kDNA, que tem se mostrado específica para o parasito em 
alguns trabalhos (ÁVILA et al., 1990; STURM et al., 1989). No entanto, alguns 
autores vêm questionando essa especificidade, relatando que a amplificação dessa 
região pode amplificar DNA de outros parasitos (CASTRO et al., 2002; VIRREIRA et 
al., 2003). Alguns trabalhos propuseram ensaios de amplificação de outras 
sequências gênicas que mostraram melhor especificidade, mas com baixa 
sensibilidade (DIEZ et al., 2007; FREITAS et al., 2005; HERWALDT et al., 2000; 
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VIRREIRA et al., 2003). Diante de resultados tão controversos, busca-se melhores 
marcadores ou combinações de ensaios de amplificação para a realização do 
diagnóstico molecular. No entanto, apesar das suas limitações, o diagnóstico 
molecular por amplificação de genes específicos através da reação de PCR tem se 
mostrado a melhor alternativa aos testes parasitológicos.  
O diagnóstico da infecção por T. cruzi muitas vezes não é realizado nas fases 
iniciais da doença que costuma ser assintomática, porém crítica em vários aspectos. 
Aliado a isso, o tratamento da doença tem eficácia limitada e ainda não há vacina 
contra o parasito. Todos esses aspectos geram dificuldades para o controle da 
doença que, se diagnosticada na fase aguda, permite a intervenção quimioterápica 
com melhores prognósticos de cura. No entanto, tais dificuldades muito se devem a 
escassez de dados imunológicos sobre a fase aguda e a associação da genética do 
parasito com o perfil imunológico apresentado pelos indivíduos nesta fase da 
doença. Nossa hipótese de trabalho é de que há associação entre a presença/níveis 
do parasito e os eventos imunológicos que se desenvolvem na fase aguda da 
doença e que estes são determinantes pra a progressão da doença na fase crônica.  
Visto isso, nosso estudo traz elementos que fornecem subsídios únicos para o 
melhor entendimento da relação entre a genética do parasito e os eventos 
imunológicos que se desenrolam na fase aguda da doença: 1) diagnóstico e 
genotipagem da infecção por T. cruzi em pacientes agudos provenientes da região 
amazônica brasileira por métodos moleculares e associação indireta com os níveis 
de parasitemia desses indivíduos; (2) associação dos níveis de parasitemia com o 
perfil imunológico desses mesmos indivíduos, buscando uma melhor compreensão 
quanto à interação parasito/hospedeiro; e, por fim (3) identificação de diferenças no 
perfil imunológico de indivíduos frente à infecção por cepas diferentes de T. cruzi. 
Dessa forma, acreditamos que o presente trabalho vem esclarecer algumas 
questões ainda obscuras quanto à fase aguda da doença trazendo subsídios para 
trabalhos futuros. 
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39  

2.1  Objetivo geral 
 
      Identificar e classificar Trypanosoma cruzi em amostras de pacientes na fase 
aguda da doença de Chagas, correlacionando a classificação genética do parasito 
ao perfil imunológico observado nestes pacientes por Andrade (2012). 
 
              2.2 Objetivos específicos  
 
- Determinar a presença de DNA de T. cruzi em amostras de sangue de pacientes 
agudos provenientes de provável surto de infecção oral no estado do Pará, em 2009; 
- Determinar a qual DTU o T. cruzi encontrado nas amostras pertence;  
- Relacionar a DTU identificada aos parâmetros clínicos apresentados pelos 
pacientes; 
- Relacionar a DTU aos seguintes parâmetros imunológicos, encontrados por 
Andrade (2012): 

a) frequência de células T CD4+ e CD8+; 
b)  estado de ativação de células T CD4+ e CD8+ através da expressão das 

moléculas de ativação CD28, CTLA-4 e do marcador de ativação tardio 
HLA-DR; 

c) perfil de memória/ativação, através do marcador CD45-RO; 
d)  produção de citocinas IFN-y, IL-10 e IL-17; 
e)  atividade citotóxica, através da produção de Granzima A. 
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  3.1 Pacientes e critério de inclusão 
 
      A pesquisa atendeu aos preceitos éticos de autonomia, beneficência, não 
maleficência, justiça e equidade, tendo aprovação do Conselho de OEP (Parecer 
ETIC #077/06). Os indivíduos voluntários participantes desse estudo foram 
recrutados no estado do Pará, sob a responsabilidade das Dras. Adriana Almeida e 
Dilma Souza no Hospital de Clínicas Gaspar Vianna, em Belém. As coletas de 
sangue foram realizadas no ano de 2009 após a assinatura do Termo de 
consentimento livre e esclarecido pelos indivíduos e o acesso ao tratamento e 
acompanhamento foram independentes da participação no estudo. Como critério de 
inclusão, foram selecionados pacientes em fase aguda da Doença de Chagas, 
apresentando a seguinte sintomatologia: febre por mais de sete dias além de uma 
ou mais das seguintes manifestações clínicas: adenomegalia, exantema, edema de 
face ou membros, hepatomegalia, esplenomegalia, cardiopatia aguda, 
manifestações hemorrágicas e icterícia. Exames parasitológicos, sorológicos e 
epidemiológicos foram efetuados a fim de se confirmar os casos. 
 

3.2 Coletas, armazenamento de sangue para extração de DNA e obtenção 
de células para citometria de fluxo   

 
     Uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de cada paciente e 
distribuída em alíquotas de 1mL de sangue em criotubos. As amostras foram 
armazenadas em freezer -20 °C overnight e então transferidas para freezer -80 °C, 
conforme descrito por Dutra (2002). O processamento do sangue total e a marcação 
de moléculas de superfície e intracitoplasmáticas foram realizados por Andrade, 
2012. As alíquotas de sangue total armazenados em freezer -80ºC foram utilizadas 
para extração de DNA. 
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       3.3 Extração de DNA do sangue para genotipagem de T. cruzi 
 
       As alíquotas de 1mL de sangue armazenadas em freezer -80ºC foram 
submetidas a descongelamento lento a temperatura ambiente. Desses, 200µL de 
sangue foram submetidos à lavagem com 1mL PBS 1x gelado e centrifugados a 
1.540g por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em 
freezer -80ºC, e o pellet submetido à fervura por 15 min para auxiliar na 
desnaturação de proteínas. As amostras foram então incubadas com 20µL de 
Proteinase K a 56ºC por 20 minutos e o restante da extração foi realizada utilizando-
se Kit comercial QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), seguindo o protocolo proposto 
pelo fabricante. Uma amostra de sangue infectado experimentalmente com 1x103 
tripomastigotas da cepa Colombiana clone 1.7G2 foi utilizado como controle positivo 
da extração. Uma amostra de sangue de indivíduo não infectado da área endêmica 
foi utilizado como controle negativo da infecção. 
 
        3.4 Diagnóstico Molecular de infecção por Trypanosoma cruzi 
 
      Para o diagnóstico molecular, utiliza-se a seguinte estratégia, descrita por 
Macedo & Pena (1998). Primeiramente, realiza-se a reação para detecção do 
parasito, utilizando-se iniciadores para região variável do minicírculo do kDNA. 
Amostras positivas para a reação de amplificação da região variável do minicírculo 
do kDNA são submetidas à caracterização por métodos moleculares, buscando 
classificar o T. cruzi em uma das seis DTUs principais (TcI – TcVI) (Zingales et al.; 
2009). Não havendo um marcador individual que permita a caracterização completa 
das seis DTUs, D´Ávila e colaboradores (2009) propuseram uma estratégia baseada 
em três marcadores: Gene COII (de Freitas et al. 2006), espaçador intergênico dos 
genes de miniexon (Burgos et. al.; 2007) e o gene rDNA 24Sα (Souto et al.; 1996) 
disponíveis sob a forma de um ensaio sequencial, sendo a estratégia escolhida para 
a realização deste trabalho, apresentada na Figura 3. O quadro 1 mostra as 
sequencias dos iniciadores utilizados neste trabalho. 
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Sdsdfsddsfsdvsdvjs\çdhgpiughufijbknhdkjlsghbjilufhsufilkbsdvjlksbvjsdlvbsjlvb\shjvbsjvhsbvhjsvbshjvslshvbssljvkbjskvlbvjkslbskjvbs
kljvsbvjkvbsklvjsbdvkjsbsklvbsjkvbsjkbvkjsdvbsjkdvbsvkjsdvbsjkvbskjvbvkjsvbs\jkvbsdkjvbsvjksvbs\dklnjsjdkvbkljvbsvklbsjvklsbdvjsk
bvsjvksbvjskdvbsjkvbsdkjvlbjksdvblsdkjvbsdiuvlgesfiulvkjcbviuwlsgvdb,mfxbvdasfghnvb 
dgfhjmnvbdsgthyjmhngfdvsrthyjmnbvczdfghjhmnbvcxdsftyukijnbvdsfrtyujkhnbvcxdrtyjghnvbcxdfrtyjhnbvcxdsfrtyukjmnbvcftyujhnbvft
yujhnbvfdtyukjmnbvcfdyu

Figura 3: Esquema do ensaio triplo utilizado para discriminação das seis linhagens principais de Trypanosoma cruzi  (MACEDO & SEGATTO, 2010).  
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Técnica Iniciadores Sequência Referência 

PCR-kDNA S35 – direto 5´-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3´ Wincker et al., 
1994 S36 – reverso 5´-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3´ 

Gene CO II 

DsMit – direto 5´-TGCATTACTCCTTTCTACAG-3´ 
Freitas et al., 

2006 
DsMit – reverso 5´-AACTCGCTACATTGTCCATA-3´ 
Tcmit – 10 5´-CCATATATTGTTGCATTATT-3´ 
Tcmit – 21 5´-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3´ 

Região 
intergênica 

do 
miniexon 

TCac – direto 5´-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3´ 
Burgos et al., 

2007 UTCC – reverso 5´-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3´ 

rDNA 24 sα 
D71 – direto 5´-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3´ Souto et al., 

1993 D72 – reverso 5´-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3´ 
D75 – direto 5´-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3´ 

 
 
            3.4.1 PCR da região variável do minicírculo do kDNA 
 
      A detecção de DNA de T. cruzi foi realizada pela amplificação específica do 
fragmento de 330pb que corresponde à região variável do minicírculo do kDNA. Na 
reação, foram utilizados 1,5mM de MgCl2 , Tampão Green Go Taq pH 8,5 (Promega, 
Madison, Winsconsin, EUA), 250mM de DNTPs e os iniciadores S35 E S36 (Wincker 
et. al; 1994) a 1mM (Tabela 1), 1U de Go Taq Flexi DNA polimerase (Promega, 
Madison, Winsconsin, EUA) e 3µL de amostra de DNA.  
A reação consistiu de uma etapa de desnaturação por 5 minutos a 94ºC, seguida por 
35 ciclos de amplificação com temperatura de anelamento de 60ºC, extensão de 
72ºC e desnaturação a 94ºC por 1 minuto em cada uma das etapas. A etapa de 
extensão final foi ampliada para 10 minutos. Os produtos da PCR foram mantidos a 
4ºC até a corrida em gel de poliacrilamida 7% e coloração por Brometo de etídio e 
visualização em transluminador UV. 

Quadro 1: Sequências dos iniciadores utilizados neste trabalho. 
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Como controle positivo foi utilizado o DNA extraído do sangue experimentalmente 
infectado, como controle negativo foi utilizado amostra de DNA de individuo não 
infectado da área endêmica.  
 
             3.4.2 Caracterização das subpopulações de T. cruzi 
 
       3.4.2.1 PCR – RFLP do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade II 
 
         Para amplificação do marcador mitocondrial COII foi realizada uma “full nested” 
PCR (Valadares et al., 2008). Os iniciadores DsMit-F/DsMit-R e TcMit10/TcMit21 
foram utilizados para a primeira e a segunda rodadas de PCR, respectivamente. 
Após as amplificações, os produtos das PCR foram submetidos à digestão pela 
enzima de restrição AluI (Promega) seguindo as recomendações do fabricante. A 
análise do perfil de fragmentos de restrição do gene COII permite a discriminação de 
TcI (fragmentos de 30, 81 e 264pb) e TcII (fragmentos de 81 e 212pb), mas não das 
demais DTU (TcIII, TcIV, TcV e TcVI). Como padrões de comparação dos RFLP 
foram utilizados DNAs de cepas características das linhagens TcI (Col1.7G2) e TcII 
(cepa JG). 
 
        3.4.2.2 Amplificação da região intergênica dos genes do miniéxon 
 
       Para a amplificação da região intergênica dos genes do miniéxon, utilizou-se o 
ensaio proposto por Burgos e colaboradores (2007). Foram utilizados os iniciadores 
TCac e UTCC. A análise dos produtos amplificados em gel de agarose 1% corado 
por brometo de etídio permite distinguir as cepas pertencentes as TcIII e TcIV ( 
fragmento de 200pb) das TcI, TcII, TcV e TcVI (fragmentos entre 150pb e 157pb). 
Como padrões de comparação foram utilizados DNA das cepas 231 e CL Brener, 
respectivamente características das linhagens TcIII-TcIV e TcV-TcVI. 
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       3.4.2.3 Amplificação da região 3´do gene rDNA 24Sα 
 
      Um protocolo de “hemi nested” PCR, adaptado de Souto e colaboradores (1996) 
foi utilizado para a amplificação do gene rDNA 24Sα. Os iniciadores D75/D72 e 
D71/D72 foram utilizados para a primeira e a segunda etapa, respectivamente. A 
visualização ocorreu por eletroforese em gel de poliacrilamida 7% corado por Nitrato 
de prata. Esta última reação permite a resolução das quatro DTUs que não foram 
completamente discriminadas nas reações anteriores (TCIII-IV,V e VI). Como 
padrões de comparação foram utilizados DNA de cepas ou clones característicos 
das TcI (Clone Col1.7G2, fragmento de 110pb) TcII (cepa JG, fragmento de 125pb) 
e do TcV (clone SO3 CI5, fragmentos de 110 e 125pb). 
 

3.5  Estimativa da parasitemia através de análise pelo software Image J 
 
 Para estimar a parasitemia, foi utilizada uma estratégia de análise baseada na 
detecção da quantidade de pixels por área na banda de 330pb do gel da PCR do 
kDNA adaptado de Vieira (2005). Com o auxílio do software Image J, as imagens 
digitalizadas dos géis da PCR do kDNA foram inicialmente normalizadas quanto ao 
tamanho e a qualidade da imagem (mesmos valores de DPI). E ainda, para excluir a 
possibilidade de diferenças entre a intensidade de coloração de cada gel, foram 
selecionadas as bandas de 200pb e 400pb do padrão de pares de base de cada um 
dos 3 géis e estimados os valores de pixels por área. Não houve diferença 
significativa entre os valores encontrados para as bandas de 200pb e 400pb de cada 
um dos três géis. Após essa normalização, foi realizada então a análise da 
intensidade das bandas das amostras. A seguir, esquema demonstrativo da 
estratégia utilizada para a análise pelo software Image J (Figura 4). 
 
 
 



 

47  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.6  Análises estatísticas 
 

Os dados obtidos do citômetro de fluxo foram analisados no Excel, sendo aplicado o 
teste T-student para cálculo estatístico das diferenças entre os grupos de 
comparação. Para avaliar a frequência e a expressão dos marcadores em estudo 
comparando-se indivíduos chagásicos com alta e baixa parasitemia e entre os 
grupos TcI e TcIII/TcIV foi utilizado o teste T não pareado. As análises de correlação 
foram baseadas no coeficiente de correlação de Pearson, análise essa realizada no 
software GraphPad Prism. Foram consideradas significativas as comparações em 
que p < 0,05. 

A B C 

Figura 4: Exemplo da estratégia de análise para determinação dos valores de pixels por área das 
bandas de 330pb do kDNA para estimativa da parasitemia. Com a utilização de ferramentas de 
análise de géis, foi determinada uma área ao redor da banda de 330pb da primeira amostra. 
Determinando esta primeira marcação como referência, utilizando o comando “analyze > Gels > 
Select first lane”, esta foi copiada para todas as outras canaletas, de forma que a área foi a 
mesma para todas as amostras (A). Após a marcação em todas as amostras, utilizando-se o 
comando “analyze > Gels > Plot lane”, foi gerado o gráfico de intensidade de pixels. Com a 
ferramenta “Straight” foi traçada uma linha na base do pico, e com a ferramenta “wand” foi 
selecionada a área do pico marcada em amarelo (B) e gerado o valor da intensidade de pixels por 
área (C). 
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49  

4.1 Aspectos clínicos de pacientes que apresentaram resultado positivo 
para PCR utilizando iniciadores para kDNA de T. cruzi 

 
O quadro 2 mostra os dados dos pacientes participantes deste estudo. Dos 31 
pacientes positivos para Doença de Chagas, 45,16% pertencem ao sexo feminino e, 
portanto, 54,84% pertencem ao sexo masculino. Quanto à idade, a média foi de 
37,03 anos. Não encontramos diferenças estatísticas nos casos de infecção por T. 
cruzi entre os sexos. Outros estudos também não evidenciaram diferenças entre os 
sexos (FREITAS, 2009). A maior parte dos pacientes foi proveniente do município de 
Curralinhos (41,93%), seguido pelos municípios de Breves (12,90%), Terra Alta e 
São Sebastião da Boa Vista (9,67%), Capanema e Muaná (6,45%) e Belém, 
Cachoeira do Arari e Garrafão (3,22%). Segundo o Boletim epidemiológico do 
Ministério da Saúde (2015), o levantamento de registros de Doença de Chagas 
aguda no período de 2000 a 2013, a região norte contribuiu com maior proporção de 
casos no país (91,1%), sendo o Pará o estado com o maior número de casos 
registrados, cerca de 75%. Ainda segundo o boletim, mais de 50% apresentaram 
início de sintomas no período entre os meses de agosto e novembro para os anos 
de 2007 a 2013, período este que coincide com os meses de safra do açaí no Pará.  
Curiosamente, estes dados coincidem de certa forma com o período de diagnóstico 
de grande parte dos pacientes sujeitos deste estudo.  
O tempo do diagnóstico (parasitológico) foi de, em média, 41 dias até o dia da 
coleta. Os sintomas mais comuns relatados pelos pacientes foram: a febre 
persistente (77,4%), Cefaléia (64,51%), fraqueza e dores no corpo (67,64%) e 
inchaço no rosto ou pernas (41,93%), muito comuns na fase aguda da doença. Além 
desses, alguns pacientes relataram dores no peito e estômago e vômito. 
Clinicamente, quando há sintomas, os pacientes chagásicos agudos apresentam 
sintomatologia inespecífica com o aparecimento de febre e dores no corpo (SOUZA, 
2010). Cerca de 70% dos indivíduos infectados passam pela fase aguda sem 
sintomas aparentes, ou sintomatologia leve (DUTRA, 2009). No entanto, alguns 
pacientes podem apresentar sintomas mais graves que incluem febre persistente, 
mal estar, inchaço de gânglios linfáticos e inchaço abdominal com a presença de dor 
(SOUZA-LIMA RC et al., 2013). No presente trabalho, grande parte dos pacientes 
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apresentaram sintomas comuns à fase aguda como febre persistente, cefaleia, 
fraqueza e dores no corpo e inchaço no rosto ou pernas. No entanto, parte dos 
pacientes relataram dores no peito e estômago, enquanto um paciente apresentou 
inchaço do coração o que pode sugerir o desenvolvimento de manifestações graves 
da fase aguda, o que é comum para indivíduos infectados por via oral (PINTO et al., 
2008; DIAS et al., 1982).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

51  

Nº Idade Sexo Tempo de 
diagnóstico 

Data da 
coleta Localidade                                              Sintomas 

1 81 Masculino 9 dias 29/09/2009 São Seb. da Boa 
Vista Quentura no corpo; Inchaço dos olhos; tonteira 

2 63 Masculino 30 dias 29/09/2009 São Seb. da Boa 
Vista Febre; dor na nuca; dor nos olhos; tonteira 

3 - Masculino 30 dias 29/09/2009 São Seb. da Boa 
Vista Febre; aumento do coração; dor na nuca, olhos; vômitos; tonteira 

4 26 Masculino 37 dias 29/09/2009 Capanema Febre; fraqueza 
5 22 Feminino 34 dias 29/09/2009 Capanema Febre; inchaço das pernas; dor no corpo; diarréia; vômito; tonteira 
6 61 Feminino 63 dias 29/09/2009 Breves Febre; dor no corpo; calafrios; cefaléia; vômito; dor no estômago e pernas 
7 63 Masculino 60 dias 29/09/2009 Breves Febre; dor no corpo; cefaléia; dor na coluna 
8 36 Masculino 60 dias 29/09/2009 Breves Febre; cefaléia; dor no corpo; tonteira; dor nos olhos e nuca 
9 18 Feminino 20 dias 29/09/2009 Curralinhos Cefaléia; fraqueza 

10 34 Feminino 20 dias 29/09/2009 Curralinhos Dor no estômago, no peito e nas pernas; fraqueza 
11 48 Feminino 20 dias 29/09/2009 Curralinhos Não apresentou sintomas (alergia ao medicamento) 
12 57 Feminino 20 dias 29/09/2009 Curralinhos Cefaléia; dor na nuca 
13 33 Masculino 62 dias 29/09/2009 Curralinhos Febre; cefaléia; dor no corpo; enjôo; calafrios; tonteira 
14 8 Masculino 62 dias 29/09/2009 Curralinhos Febre; inchaço no corpo 
15 26 Feminino 60 dias 29/09/2009 Curralinhos Febre; cefaléia; vômito; inchaço no corpo; manchas no corpo 
16 7 Feminino 60 dias 29/09/2009 Curralinhos Febre; cefaléia; vômito; dor no corpo 
17 63 Feminino 60 dias 29/09/2009 Curralinhos Cefaléia; dor na nuca; tonteira; fraqueza 
18 63 Masculino 60 dias 29/09/2009 Curralinhos Dor no estômago, na nuca e nos olhos; inchaço nos olhos; fraqueza 
19 10 Feminino 30 dias 30/09/2009 Garrafão Febre; cefaléia; inchaço nas pernas e nos olhos; tonteira; fraqueza; desmaio 
20 13 Masculino 90 dias 30/09/2009 Breves Febre; cefaléia; dor no corpo, no estômago e na nuca; inchaço na barriga, vômito; 

tonteira; fraqueza 
21 20 Masculino 15 dias 01/10/2009 Belém Febre; dor nas pernas e na nuca; inchaço nas pernas; vômito; tonteira;Fraqueza 
22 21 Feminino 30 dias 01/10/2009 Terra Alta Febre; cefaléia; dor nos olhos; inchaços nas pernas e rosto; vômito;  diarréia; 

fraqueza; Desmaio 
23 61 Masculino 30 dias 01/10/2009 Terra Alta Febre; cefaléia; dor no corpo; inchaço no rosto; fraqueza 
24 49 Feminino 30 dias 01/10/2009 Terra Alta Febre; cefaléia; dor nos olhos; inchaços nas pernas e rosto; vômito; diarréia; fraqueza 
25 32 Feminino 2 dias 01/10/2009 Belém Febre; cefaléia; dor nos olhos, nuca e estômago; inchaços nas pernas; vômito; 

fraqueza 



 

52  

26 29 Masculino 62 dias 01/10/2009 Cachoeira do Arari Febre; dor no corpo 
27 31 Dado não 

informado 60 dias 30/09/2009 Muaná Febre; cefaléia; dor no corpo e na nuca; calafrios; tonteira; fraqueza 
28 54 Masculino 90 dias 30/09/2009 Curralinhos Febre; cefaléia; dor no corpo e nos olhos; inchaço nas pernas; 
29 28 Dado não 

informado 20 dias 29/09/2009 Curralinhos Cefaléia; dor no peito; dor nas pernas; fraqueza 
30 17 Feminino 30 dias 30/09/2009 Curralinhos Febre; cefaléia; vômito; calafrios; inchaço nas pernas; fraqueza 
31 31 Feminino 60 dias 30/09/2009 Muaná  Febre; cefaléia; dor no corpo e na nuca; calafrios; tonteira; fraqueza 
Quadro 2: Dados clínicos dos pacientes positivos para a PCR do KDNA de T. cruzi. Idade, tempo decorrido do diagnóstico até o momento da coleta, data 
da coleta, localidade de residência e sintomas relatados.  
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        4.2 Diagnóstico molecular da infecção por T. cruzi 
 
        Todas as 31 amostras analisadas foram positivas para a PCR de detecção de 
Trypanosoma cruzi com a amplificação do fragmento de 330pb correspondente à 
região variável do minicírculo do kDNA - (Figura 5). 
 

 
 
 
  
Em fase aguda, os diagnósticos parasitológicos são os mais utilizados sendo 
considerados padrão ouro. Porém, dependem de um período que pode chegar a 30 
dias para fornecer resultados, com a possibilidade de gerar um resultado falso 
negativo (BRITO, 2009; MARCON et al., 2002). Neste contexto, o diagnóstico por 
PCR, amplamente utilizado no diagnóstico da doença na fase crônica, se mostra 
uma boa alternativa. O principais alvos de ensaios de PCR para diagnóstico de DC 
são o kDNA ou DNA satélite (DIAZ et al., 1992; DIEZ et al., 2007; BRASIL et al., 
2010; SCHIJMAN et al., 2011), ambos possuem cópias múltiplas no genoma de T. 
cruzi, aumentando a sensibilidade de detecção (GONZALEZ et al., 1984; STURM et 
al., 1989).  No presente estudo, foi utilizado para diagnóstico o ensaio de 
amplificação do fragmento de 330pb do kDNA, técnica muito utilizada em diversos 
estudos proposto por Macedo & Pena (1998). Foi possível a detecção de material 
genético do parasito em 100% das amostras de pacientes agudos (31/31). Schijman 
e colaboradores (2011) testando o desempenho de diversos métodos de extração, 
marcadores e protocolos de amplificação para a detecção de T. cruzi, em amostras 
de sangue de pacientes chagásicos, mostrou que o ensaio de PCR para 

Figura 5: PCR para amplificação da região variável do minicírculo do kDNA. Todos os indivíduos 
(amostras mostradas nas canaletas de 1-31) mostraram reação de amplificação positiva para o 
fragmento de 330pb. Amostra infectada experimentalmente com tripomastigotas pertencentes a cepa 
Colombiana cl. 1.7G2, como descrito em materiais e métodos foi utilizada como controle positivo da 
amplificação.  
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amplificação da região pacientes chagásicos mostrou que o ensaio de PCR para 
amplificação da região hipervariável do minicírculo kDNA foi um dos métodos de 
melhor desempenho, apresentando sensibilidade de 75%. Ainda, Borges-Pereira e 
colaboradores (2002) em estudo composto por 106 pacientes com sorologia positiva 
para Chagas, encontraram 74,5% de sensibilidade para a técnica. O fato de, neste 
trabalho, ter sido possível a identificação de DNA de T.cruzi em todas as amostras 
em contraste aos trabalhos citados que alcançaram índices de 75% pode ser 
explicado pelo fato destes terem utilizado amostras de pacientes crônicos ao passo 
que os pacientes do presente estudo eram de fase aguda quando os níveis de 
parasitemia são bem altos, facilitando a detecção do parasito por métodos 
moleculares. 
 
4.2.1 Genotipagem do DNA de Trypanosoma cruzi extraído das amostras de 
pacientes 
  
       A genotipagem do T. cruzi foi realizada em material oriundo de 31 pacientes 
chagásicos agudos antes do tratamento. O objetivo foi determinar a classificação 
dos parasitos presentes nos indivíduos infectados, de acordo com a classificação em 
diferentes DTUs, utilizando o protocolo proposto por D’Ávila et al. (2009). Na 
genotipagem do parasito, de acordo com essa abordagem, foram utilizados três 
marcadores moleculares: COII (DE FREITAS et al., 2006), SL-IRac (BURGOS et al., 
2007) e rDNA 24Sα (SOUTO et al., 1996). A seguir, serão apresentados os 
resultados para as avaliações destes três marcadores. 
        O resultado da amplificação do gene CO II revelou a presença de fragmentos 
de 30, 81 e 264 pares de bases, característicos do haplogrupo mitocondrial A que é 
um marcador de parasitos pertencentes ao DTU I, em 10 amostras de pacientes 
(Figura 6). Estes dados mostram que parasitos do DTU I foram encontrados em 
32.2% das amostras analisadas (10 em 31). O perfil de haplogrupo mitocondrial B 
(Tc III, IV, V ou VI), com produtos amplificados de 81 e 294pb foi observado em 
amostras de outros 3 dos 31 pacientes (9,67%), excluindo a possibilidade de 
pertencerem ao TcI (264pb) ou TcII (212, 81 e 82pb) (Figura 6). Dezenove das 31 
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amostras (61,9%) não tiveram amplificação utilizando-se os iniciadores para o gene 
da CO II (dados não mostrados). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A PCR para amplificação do espaçador intergênico dos genes do miniexon (SL-
IRac) é capaz de diferenciar as DTU III e IV das demais DTUs do T. cruzi pela 
amplificação de um fragmento de 200pb correspondente ao TcIII e ao TcIV, além de 
um fragmento de 150pb relacionado à DTU I e 157pb correspondente às DTUs II, V 
e VI (BURGOS et al., 2007). As 13 amostras das quais foi possível observar 
produtos na reação de amplificação do gene da CO II foram submetidos à PCR para 
SL-IRac. Destas, 10 amostras caracterizadas como DTU I pela reação de 
amplificação da CO II (acima), amplificaram um produto de ~150pb confirmando 
pertencerem ao haplogrupo mitocondrial A (DTU I). Um fragmento de 200pb foi 
observado como resultado da reação de amplificação SL-IRac nas 3 amostras ainda 
não caracterizadas com base nos resultados acima, sugerindo que estas pertençam 

Figura 6: PCR FRLP do gene da Citocromo Oxidase II. Após a digestão pela enzima 
AluI, os amplicons geraram dois padrões  de bandeamento, mostrados pelo resultado 
obtido com as cepas Colombiana 1.7G2 e JG, onde observam-se bandas de 264 e 
212pb, respectivamente. Amostras de dez indivíduos apresentaram reação de 
amplificação positiva para o fragmento de 264pb (setas amarelas) característico do 
haplótipo mitocondrial A, correspondente ao TcI (P.1, P.3, P.5, P.7, P.9, P.18, P.22, 
P.23, P.24). Amostras de três indivíduos apresentaram reação de amplificação positiva 
para o fragmento de 294pb (setas vermelhas) característico do haplótipo mitocondrial B, 
associado aos Tc III e IV. DNA das cepas Colombiana cl.1.7.2 (264pb) e JG (212pb), 
indicada pela seta laranja, foram utilizadas como controle positivo.  
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aos DTU Tc III ou IV, excluindo a possibilidade de pertencerem TcV ou TcVI 
(~150pb) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para a diferenciação das DTUs TcIII, IV, V e VI foi realizado à amplificação da região 
3’ do gene rDNA 24 Sα através do hemi nested PCR, adaptado de Souto e 
colaboradores (1996). Esta reação permitiu a completa caracterização das 3 
amostras cuja DTU ainda não havia sido determinada completamente nos ensaios 
anteriores. As 10 amostras anteriormente genotipadas como TcI (P.1, P.3, P.5, P.7, 
P.9, P.18, P.22, P.23, P.24), apresentaram uma padrão de bandeamento de 110pb 
característico de TcI (além de TcIII) confirmando a caracterização destas amostras 
como pertencentes a esse DTU.  Amostras de 3 indivíduos que, pelas reações 
anteriores haviam sido determinadas como pertencentes ao TcIII ou TcIV 
apresentaram um padrão de bandeamento diferente entre si. A amostra (P.2) 
apresentou reação positiva para o fragmento de 110pb característico do TcIII. No 
entanto, as outras duas amostras (P.10 e P.14) apresentaram um padrão de 
bandeamento misto, com a amplificação de uma fragmento de 110pb pertencente ao 
TcIII e 119pb pertencente ao TcIV indicando haver uma co-infecção nestes 
indivíduos (Figura 8). 

Figura 7: PCR do espaçador intergênico dos genes do miniexon. Os amplicons geraram dois 
padrões de bandeamento. Amostras de dez indivíduos mostraram reação de amplificação 
positiva para o fragmento de ~150pb, correspondente ao TcI (P.1, P.3, P.5, P.7, P.9, P.18, P.22, 
P.23, P.24). Amostras de três indivíduos apresentaram reação de amplificação positiva para o 
fragmento de 200pb correspondente aos Tc III e IV (P.2, P.10 e P.14). DNA das cepas 231 
(200pb) e do clone CL Brener (157pb), TcIII e TcVI respectivamente, foram utilizadas como 
controles positivos.  
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Portanto, das 13 amostras cuja genotipagem foi possível realizar, dez pertenciam ao 
DTU TcI, dois apresentaram co-infecção entre TcIII e TcIV  e uma das amostras foi 
caracterizada como pertencente ao TcIII. O quadro 3 apresenta um resumo dos 
pacientes e da DTU do T. cruzi identificado em suas amostras. Como já 
mencionado, TcI é a estirpe mais amplamente distribuída no norte da América do 
Sul e América Central, sendo a DTU mais frequentemente encontrada em amostras 
de pacientes da região da Amazônia brasileira (ZINGALES, 2012). Apesar de mais 
rara em território brasileiro, a TcIV é amplamente distribuída na Venezuela sendo a 
segunda principal causa de infecção do país (COURA, 2015). Diversos estudos 
identificaram TcI em indivíduos infectados oralmente na Venezuela (DÍAZ-BELLO et 
al., 2014) e Tc I e Tc IV na Colômbia (SANTALA et al., 2011; RAMÍREZ et al., 2013). 
Ambas, TcI e TcIV, estão relacionadas a vários casos de infecção oral, 
especialmente na Bacia Amazônica (MARCILI et al., 2009; VALENTE et al., 2009 ; 
ANDRADE et al., 2011). TcIII é muito relacionada ao ciclo silvestre, sendo raramente 
identificada em infecção humana com casos esporádicos na Argentina e semi-árido 
brasileiro (CURA et al., 2012; K MARTINS et al., 2015), alguns casos foram 
relatados na Bacia amazônica (MONTEIRO et al., 2010). É importante destacar que 
está é a primeira vez que TcIII é identificada no estado o Pará.  

Figura 8: Reação de PCR de amplificação do gene rDNA 24sα de Trypanosoma cruzi. Os 
amplicons geraram três padrões de bandeamento. Amostras de dez indivíduos anteriormente 
caracterizados como TcI mostraram reação de amplificação positiva para o fragmento de 110pb, 
correspondente ao TcI ou TcIII (P.1, P.3, P.5, P.7, P.9, P.18, P.22, P.23, P.24). Amostras de dois 
indivíduos anteriormente caracterizados como pertencentes ao TcIII ou TcIV, apresentaram reação 
de amplificação positiva para o fragmento de 110pb correspondente ao Tc III (P.10 e P.14) e 
também apresentaram reação de amplificação positiva para o fragmento de 119pb correspondente 
ao TcIV. Uma das amostras anteriormente caracterizada como pertencentes ao TcIII ou TcIV, 
apresentou reação de amplificação positiva para o fragmento de 110pb correspondente ao Tc III 
(P.2). DNA das cepas 231 (110pb), JG (125pb), clone Colombiana 1.7G2 (110pb) e CAMIII 
(119pb), TcIII, TcII, TcI e TcVI respectivamente, foram utilizadas como controles positivos. 
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Paciente Discrete Typing Unit (DTU) 
1 Tc I 
2 Tc III 
3 Tc I 
5 Tc I 
6 Tc I 
7 Tc I 
9 Tc I 

10 Tc III e Tc IV 
14 Tc III e Tc IV 
18 Tc I 
22 Tc I 
23 Tc I 
24 Tc I 

 
 
 
 
4.2.2 Aspectos imunológicos de pacientes que apresentaram resultado 
positivo para PCR utilizando iniciadores para kDNA de T. cruzi 
 
             4.3  Determinação da Parasitemia e cálculo da Mediana 
 
        Para avaliar a parasitemia, foi utilizada a estratégia de análise baseada na 
determinação de um valor arbitrário pela contagem de pixels por área da banda 
obtida da reação de amplificação com os iniciadores para kDNA, observada em 
imagem digitalizada de gel de Poliacrilamida 7%, usando como ferramenta o 
software Image J, como descrito na metodologia. Tais valores foram utilizados para 
a determinação de alta e baixa parasitemia através do cálculo da Mediana. Como 
mediana, foi obtido o valor de 16.770 (sem unidade). Amostras que tiveram valores 
acima da mediana de todas as amostras positivas foram consideradas como 

Quadro 3: Lista de pacientes infectados por T. cruzi e a respectiva caracterização da DTU do 
parasito, identificadas pelas reações de PCR para amplificação dos genes da COII, Região 
intergência do Miniexon e rDNA24sα.  Foi possível a genotipagem de treze dos trinta e um 
pacientes positivos para a amplificação da região variável do minicírculo do kDNA de T. cruzi. 
Destes, dez pacientes pertencem ao TcI, um foi caracterizado como pertencente ao TcIII e dois são 
co-infectados de TcIII e TcIV.  
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provenientes de pacientes com alta parasitemia e, abaixo da mediana, como de 
baixa parasitemia. Os valores arbitrários encontrados para parasitemia nos 31 
indivíduos positivos para kDNA de T. cruzi encontram-se discriminados na tabela 1. 
Os métodos mais utilizados para determinação da parasitemia são o de contagem 
de parasitos de amostra sanguínea em microscópio de luz seja pelo exame direto do 
sangue fresco (GOMES, 1996) pela técnica de gota espessa (LUQUETTI & RASSI, 
2000) ou por esfregaço (RASSI, 1992). Mais recentemente, através de quantificação 
pela técnica de PCR quantitativa (FREITAS, 2009; RAMIREZ et al., 2015). Optamos 
por utilizar uma abordagem diferente já que as amostras, por estarem congeladas a 
pelo menos 5 anos, dificultavam a realização da contagem em microscópio de luz. A 
quantificação de pixels por área é uma metodologia muito utilizada na quantificação 
de proteínas em gel (VIEIRA, 2005) e se mostrou uma ferramenta útil para estimar 
também a quantidade de DNA em géis de eletroforese.  
 

Paciente Parasitemia 
(Unidades arbitrárias) Paciente Parasitemia 

(Unidades arbitrárias) 
1 21.014 17 20.767 
2 19.765 18 20.769 
3 19.777 19 2.930 
4 19.763 20 16.770 
5 19.773 21 15.763 
6 19.769 22 15.767 
7 16.741 23 15.764 
8 19.771 24 15.767 
9 19.774 25 15.769 

10 11.142 26 15.766 
11 14.762 27 15.761 
12 22.100 28 15.764 
13 20.768 29 15.759 
14 20.764 30 15.764 
15 20.769 31 15.753 
16 19.403 Mediana 16.770 

 
 
 
 

Tabela 1: Parasitemia determinada para cada amostra positiva para a reação de PCR da região 
variável do minicírculo do kDNA usada como diagnóstico para infecção por T. cruzi. Análise de 
pixels por área através do software Image J. Os valores são arbitrários, sem unidade. 
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4.4 Avaliação da correlação entre parasitemia estimada e parâmetros 
demográficos  
 
        Para determinar se havia relação entre a parasitemia e a idade e o tempo de 
diagnóstico dos pacientes realizou-se a análise do Coeficiente de Correlação de 
Pearson (ρ). Não foram observadas correlações estatisticamente significativas entre 
os valores estimados de parasitemia e a idade ou ao tempo de diagnóstico dos 
pacientes (dados não mostrados). 
Para determinar se havia diferenças nos valores de parasitemia encontrados entre 
homens e mulheres, foi realizado o Teste T não pareado (p< 0,05). Não foi 
observada diferença significativa entre os valores de parasitemia entre os pacientes 
do sexo feminino (18.007 ± 2.978) em comparação aos pacientes do sexo masculino 
(17.039 ± 4.441).   
 
 

4.5 Estudo das populações de células T em pacientes chagásicos agudos e 
seu estado de ativação entre os indivíduos com alta e baixa parasitemia 
 
        A primeira análise de perfil imunológico foi baseada na investigação de uma 
possível expansão das principais populações de células T durante os estágios 
iniciais da infecção por T. cruzi, as quais já foram demonstradas como determinantes 
na imunopatologia chagásica crônica. Dessa forma, avaliamos a frequência de 
células TCD4+ e TCD8+, além das moléculas de ativação CD28 e CTLA-4 e do 
marcador de ativação tardio HLA-DR, buscando determinar o status de ativação 
destas células no sangue periférico de pacientes chagásicos agudos com alta e 
baixa parasitemia. 
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 % de CD4+ % de CD8+ CD4/CD8 
Alta (n=10) *32,4 ± 6,9 18,5 ± 7,3 *2,3 ± 1,9 
Baixa (n=9) 24,3 ± 3,5 *33,1 ± 14,6  0,9 ± 0,5 

 
 
 
Apesar de nosso grupo de pesquisa não ter observado uma expansão de células T 
nesses mesmos pacientes agudos, quando comparados a indivíduos não infectados 
(ANDRADE, 2012) corroborando com dados da literatura (SATHLER-AVELAR et al., 
2003), no presente estudo foi observada uma maior frequência de células T CD4+ 
em pacientes com alta parasitemia (32,4 ± 6,9) em comparação aos pacientes com 
baixa parasitemia (24,3 ± 3,5). De maneira contrária, houve uma maior frequência de 
células T CD8+ em pacientes com baixa parasitemia (33,1 ± 14,6) em comparação a 
pacientes com alta parasitemia (18,5 ± 7,3). Encontramos ainda, valores 
significativamente maiores para a razão CD4/CD8 em pacientes com alta 
parasitemia (2,3 ± 1,9) em comparação a indivíduos com baixa parasitemia (0,9 ± 
0,5) (Tabela 2). O que sugere haver um perfil diferencial de frequências dessas 
células em níveis diferentes de parasitemia. Rottenberg e colaboradores (1993), em 
modelo experimental, encontraram uma maior frequência de células CD4-CD8+ em 
camundongos com alta parasitemia e baixa frequência de CD4+CD8- com baixa 
parasitemia, mas registrou também uma menor sobrevida neste último grupo. 
Marinho (1998), em modelo experimental em que avaliou diversos parâmetros na 
infecção por diferentes quantidades de parasitos, identificou no baço de 
camundongos infetados com alta dose de parasitos uma expansão de células T 
CD8+ quando comparados ao grupo infectado com baixas doses. Tzelepis e 
colaboradores (2006) demonstraram em modelo experimental que a diferenciação e 
multiplicação de células T CD8+ está diretamente relacionada ao controle do 
parasito, demonstrando que a população de células CD8+ tem um papel protetor na 
fase aguda, uma vez que os indivíduos com baixa parasitemia apresentam maior 
frequência de células CD8+, perfil também visto por Tarleton (1992).  

Tabela 2: Frequência de LT CD4+, LT CD8+ e razão de CD4/CD8 no sangue periférico de pacientes 
chagásicos positivos para PCR de amplificação da região variável do kDNA de  T. cruzi. Valores 
significativos para p<0.05. 
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Sabe-se que o perfil de ativação pode ter uma importância funcional de grande 
relevância nos eventos imunes desencadeados durante a infecção por T. cruzi. 
Durante a progressão da doença, há uma constante estimulação por antígenos 
autólogos e heterólogos (CUNHA-NETO et al., 1994). Por isso, a expressão de 
marcadores de ativação como CD28 e CTLA-4 e do marcador de ativação tardio 
HLA-DR são de grande importância nos contexto de nossos estudos. Então, foi 
avaliada a expressão de marcadores de ativação nos linfócitos T CD4+ e CD8+ em 
pacientes classificados de acordo com a intensidade da parasitemia. De forma 
interessante, houve uma maior frequência de células CD8+ expressando o marcador 
de ativação tardio HLA-DR em indivíduos com baixa parasitemia (1,9 ± 1,2), em 
relação aos pacientes com alta parasitemia (Tabela 3).  
 

 %CD4+ CD28- %CD4+ CTLA-4+ %CD4+ HLA-DR+ 
Alta (n=11) 3,4 ± 3,0 0,2 ± 0,2 1,7 ± 0,4 
Baixa (n=9) 2,1 ± 1,5 0,5 ± 0,4 2,0 ± 1,1 

 %CD8+ CD28- %CD8+ CTLA-4+ %CD8+ HLA-DR+ 
Alta (n=11) 11,0 ± 5,1 0,2 ± 0,2 0,6 ± 0,3 
Baixa (n=9) 24,3 ± 9,5 0,3 ± 0,3 *2,0 ± 1,2 

 
 
 
Marinho (1998) em modelo animal identificou uma maior frequência de linfócitos T 
CD8+ com perfil de diferenciação tardio (CD45RA-CD27-CD28-) em camundongos 
com a forma crônica da doença de Chagas. De maneira semelhante, Albareda e 
colaboradores (2010) identificaram maior frequência de células T CD8+ CD45RA-

CD27-CD28- em pacientes crônicos, mas não viram alteração na frequência de 
CD8+HLA-DR+ em crianças ainda na fase aguda. Dutra e colaboradores (1994) 
comparando pacientes crônicos chagásicos indeterminados e cardíacos, e ente 
estes grupos e indivíduos não infectados, encontraram uma maior frequência de 
linfócitos T expressando a molécula HLA-DR e uma diminuição na frequência de 
células T CD4+ e CD8+ expressando a molécula CD45RA em indivíduos infectados 

Tabela 3: Frequência de LT CD4+ CD28- e LT CD8+ CD28-, CD4+ CTLA-4+ e CD8+ CTLA-4+ e CD4+ 
HLA-DR+ e CD8+ HLA-DR+ no sangue periférico de pacientes chagásicos positivos para a reação de 
PCR para amplificação da região variável do minicírculo do kDNA de  T. cruzi. Valores significativos 
para p<0.05 indicados por *. 
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quando comparados aos não infectados, indicando haver um maior número de 
células T ativadas circulantes em indivíduos infectados. A maior frequência de 
células T CD8+HLA-DR+ acompanha os resultados encontrados para a frequência de 
LT CD8+ totais, mostrando uma maior frequência dessas células ativadas em 
indivíduos com baixa parasitemia. Estes resultados sugerem o envolvimento de 
células T CD8+ como importante personagem no controle do parasito, como já 
demonstrado em estudos em que animais depletados dessa população celular 
apresentaram um aumento da parasitemia na fase aguda (ROTTEMBERG et al., 
1995; TARLETON et. al.; 1992). Não foram observadas diferenças na frequência de 
expressão dos marcadores CD28 ou CTLA-4 por linfócitos CD4+ ou CD8+, dentre os 
diferentes grupos. 
 
4.6 Análise do status de memória/ativação de células T de pacientes 
chagásicos com alta e baixa parasitemia 
 
       Células de memória são importantes componentes da resposta imunológica por 
persistirem por tempo prolongado no indivíduo sendo rapidamente ativadas em 
casos de reestimulação pelo patógeno, o que resulta em uma alta proliferação e leva 
à ativação de outras células imunes gerando assim, respostas efetivas mediadas por 
estas células, que são capazes de secretar citocinas prontamente ao serem 
estimuladas pelo antígeno previamente conhecido (BUTCHER & PICKER, 1996; 
revisado por DUTTON et al., 1998; APPAY et al., 2002; WHERRY et al., 2003). Um 
dos marcadores de memória de células T é a isoforma CD45-RO da molécula de 
superfície CD45 (MICHIE et al., 1992). Investigou-se, então, a expressão de CD45-
RO em linfócitos T CD4+ e CD8+, buscando determinar se havia diferença na 
frequência dessas sub-populações entre pacientes com alta e baixa parasitemia. Foi 
observada uma maior expressão de CD45-RO em linfócitos T CD8+ de indivíduos 
com baixa (15,8±8,8) em comparação a indivíduos com alta parasitemia (8,3±4,1) 
(Gráfico 1- A), o mesmo não foi observado para a população de LTCD4+ de 
pacientes com alta (22,3±6,5) e baixa (18,2±3,9) parasitemia (Gráfico 1 – B).  
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O papel de células de memória na patologia chagásica ainda não está 
completamente elucidado.  Fiuza e colaboradores (2009) demonstraram um 
aumento da frequência de células CD4+CD45-ROhigh e uma diminuição de células 
CD4+CD45-RAhigh em pacientes com a forma indeterminada da doença quando 
comparados a indivíduos não infectados, mas não houve diferenças entre os 
indivíduos cardíacos e indeterminados e também quando avaliada a população de 
células CD8+ de memória. No entanto, Albareda e colaboradores (2006) 
identificaram um aumento na frequência de células de memória efetora (CD45RA-

CCR7-) em indivíduos cardíacos. Ainda no trabalho de Fiuza, foi identificada uma 
maior frequência de células efetoras de memória central e periférica em pacientes 
cardiopatas e indeterminados, quando comparados com não infectados (FIUZA et 
al., 2009). O papel de células de memória na fase aguda da doença de Chagas e 
sua associação com os níveis de parasitemia ainda não estão claros. Foi 
demonstrado, em modelo animal, que células T de memória efetora antígeno-
específicas parecem manter o fenótipo de memória efetora durante a infecção 
persistente T. cruzi (MARTIN & TARLETON, 2005; TZELEPIS et al., 2006), 
sugerindo que estas células podem desempenhar um papel importante na 
patogênese da doença de Chagas assim como em outras infecções. A diminuição 
de células T virgens e o aumento de células de memória podem ocorrer durante a 
cronificação da doença, podendo estar relacionada a uma exaustão clonal de LT 

Gráfico 1: Análise da frequência de células TCD4+ CD45-RO+ (A) e TCD8+ CD45-RO+ (B) 
presentes no sangue periférico de pacientes chagásicos agudos com alta (barras escuras, 
n=10) e baixa (barras claras, n=9) parasitemia. As barras representam as médias ± desvio-
padrão (p<0,05). 
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decorrente da contínua estimulação antigência por parasitas persistentes, ou seja, 
células T CD8+ antígeno-específicas que eram importantes para o controle da 
parasitemia nas fases iniciais da doença são levadas a exaustão pela constante 
estimulação por antígenos do parasito (MINOPRIO et al., 1986; DUTRA et al., 1994). 
 
4.7 Expressão diferencial de Granzima A em células TCD8+ de pacientes 
chagásicos agudos com alta e baixa parasitemia  
 
       Dependendo do balanço entre citocinas pró e anti-inflamatórias no meio em que 
está inserida, a célula ativada pode desempenhar um importante papel citotóxico, 
levando, muitas vezes, à injúria tecidual ou ao controle do patógeno. Dentre as vias 
citolíticas descritas, a das granzimas tem recebido grande destaque, sendo a 
Granzima A um de seus principais componentes (METKAR et al., 2008). Ela é 
predominantemente expressa por linfócitos T citotóxicos e células NK (TRAPANI, 
2001). Buscando determinar se há uma produção diferencial de Granzima A em 
pacientes com alta e baixa parasitemia, foi realizada a marcação dessa molécula em 
linfócitos T CD8+ de pacientes agudos. Observou-se uma maior expressão de 
Granzima A em pacientes com baixa parasitemia (37,6±13,2) quando comparado 
aos pacientes com alta parasitemia (12,4±6,8) – (Gráfico 2). Reis e colaboradores 
(1993) encontraram uma predominância de linfócitos T CD8+ expressando Granzima 
A no infiltrado inflamatório no tecido cardíaco de indivíduos com Cardiopatia 
chagásica, onde tem grande importância na regulação imune (CHOWDHURY & 
LIEBERMAN, 2008). 
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Foi investigada, ainda, a correlação entre parasitemia e a frequência de células 
CD8+ expressando a molécula citolítica Granzima A. Foi encontrada uma correlação 
negativamente forte entre os níveis de parasitemia e a frequência de células CD8+ 
GRA+ (ρ= -0,80) (Gráfico 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 2: Porcentagem de expressão de Granzima A por 
células TCD8+ no sangue periférico de pacientes chagásicos 
agudos com alta (barra escura, n=6) e baixa (barra clara, 
n=5) parasitemia. Para determinar se há diferença entre os 
diferentes grupos foi utilizado o Teste T não pareado. As 
barras apresentam a média e desvio padrão. Resultados 
significativos são indicados pela barra superior (p<0,05). 

Gráfico 3: Análise de correlação entre parasitemia e a 
frequência de LTCD8+ GRA+ (n=11).  
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Elevados níveis de Granzima A circulantes e a clivagem de substratos extracelulares 
mediadas pelas granzimas sugerem que estas podem desempenhar um papel 
extracelular importante na rejeição a tumores e em infecções virais, e também na 
patogênese de doenças inflamatórias (ROMERO & ANDRADE, 2008). Nosso grupo 
de pesquisa já demonstrou o aumento dessa molécula citotóxica em pacientes com 
cardiopatia dilatada após estímulo (Villani, 2010). Em outro trabalho, também do 
nosso grupo com estes mesmos indivíduos Andrade (2012) observou uma maior 
frequência de células TCD4+GRA-A+ nos pacientes chagásicos agudos em relação 
aos não infectados. Na infecção por HIV, há uma expansão de células TCD4+ 
produtoras de Granzima A durante os estágios iniciais da infecção controlando a 
replicação viral (SOGHOIAN et al.,2012), o que pode também ocorrer nos estágios 
iniciais da infecção por T. cruzi. Curiosamente, identificamos uma maior produção de 
Granzima A nos indivíduos com baixa parasitemia o que pode reforçar essa teoria.  
 
       4.8 Comparação do perfil de citocinas entre pacientes chagásicos agudos 
com alta e baixa parasitemia 
 
       Além do status de ativação, a produção de citocinas é ponto crucial na 
reatividade celular, estas derivam de populações celulares diversas que estão em 
constante interação, sendo fundamentais para determinar o curso da infecção. 
Nesse contexto, analisamos a frequência das citocinas IFN-γ, IL-10 e IL-17 
conhecidamente importantes no contexto da infecção por T. cruzi (DUTRA et al., 
2000; GOMES et al., 2003; CUNHA-NETO et al., 2005, MAGALHAES et al., 2013) 
dentro da população de linfócitos totais e das sub-populações CD4+ e CD8+, nos 
grupos de pacientes segregados de acordo com a parasitemia. Comparando-se os 
dados de pacientes chagásicos com alta e baixa parasitemia, não foram observadas 
diferenças significativas na frequência das citocinas analisadas dentro da população 
linfocitária total. No entanto, foi observada uma maior frequência de células T CD8+ 
expressando as citocinas IFN-γ (2,4±1,6) e IL-17 (3,7±3,1) em pacientes com baixa 
parasitemia, comparando-se aos pacientes com alta parasitemia (1,2±0,7e 1,5±1,1, 
respectivamente). Comparando-se a frequência de células TCD4+ e TCD8+ 
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expressando a citocina IL-10 em pacientes com baixa e alta parasitemia não foram 
observadas diferenças significativas (Tabela 4). 
 
 

Grupos Citocinas Totais % de CD4+ 
expressando citocina 

% de CD8+ 
expressando citocina 

IFN-y 
Alta (n=10) 8,3 ± 3,7 2,8 ± 1,9 1,1 ± 0,7 
Baixa (n=9) 7,4 ± 3,3 2,9 ± 1,9 *2,4 ± 1,6 

IL-10 
Alta (n=10) 1,7 ± 2,3 0,4 ± 0,2 0,4 ± 0,2 
Baixa (n=9) 2,2 ± 2,0 0,3 ± 0,2 0,7 ±0,7 

Il-17  
Alta (n=10) 4,8 ± 2,6 2,1 ± 1,5 1,5 ± 1,1 
Baixa (n=9) 6,5 ± 4,3 4,7 ± 5,0 *3,7 ± 3,1 

 
 
 

    
 
 
 
Hohler e colaboradores (1998) em estudo com camundongos knock out para IFN-γ e 
na presença de inibidor de iNOS, mostrou que estes foram mais susceptíveis à 
infecção por T. cruzi apresentando maiores níveis de parasitemia e histopatologia 
grave. Já camundongos knock out para IL-10 apresentam baixa parasitemia e 
aumento da expressão de IFN- γ e NO (ABRAHAMASOHN & COFFMAN, 1996) 
reforçando a importância do IFN- γ para o controle do parasito através da ativação 
da produção de NO por macrófagos. Em pacientes chagásicos, Bahia-Oliveira e 
colaboradores (1998) identificaram uma maior produção de IFN-y em indivíduos 
curados tratados com Benznidazol quando comparados aos indivíduos não curados 
demonstrando um papel protetor desta citocina após o tratamento auxiliando na 
eliminação do parasito. Guedes e colaboradores (2012) utilizando modelo murino, 
demonstraram alta expressão de IL-10 em células CD4+ em camundongos não 
cardiopatas e alta expressão de TNF-α e IFN-γ em camundongos com cardiopatia 
leve a grave mostrando que além do controle do parasito, citocinas inflamatórias 

Tabela 4: Porcentagem de expressão de citocinas dentro da população linfocitária total e frequência 
de células TCD4+ e TCD8+ positivas para cada uma das citocinas analisadas no sangue periférico de 
pacientes chagásicos agudos com alta (n=10) e baixa (n=9) parasitemia. Para determinar se há 
diferença entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T não pareado (p>0.05). Em cada parâmetro 
avaliado, diferenças estatisticamente significativas entre os grupos alta e baixa parasitemia estão 
indicadas por *. 
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como IFN-γ estão envolvidas no dano tecidual associado à infecção. A citocina IL-17 
muito associada a patologias auto-imunes, tem uma papel protetor na Doença de 
Chagas. Ainda no estudo de Guedes (2012) houve uma menor produção de IL-17 
por LT CD4+ em camundongos com cardiopatia severa. Nosso grupo já demonstrou 
o papel protetor de IL-17 na cardiopatia chagásica crônica (MAGALHÃES et al., 
2012, assim como outros autores (MIYAZAKI et al., 2010; DE ARAÚJO et al., 2012). 
A IL-17 tem sido relacionada ao controle dos níveis de parasitemia em modelo 
experimental (MOU et al., 2010; MIYAZAKI et al., 2010; TOSELLO-BOARI et al., 
2012; ERDMANN et al., 2013). Interessantemente, em nossos dados observa-se 
que os linfócitos T CD8+ encontram-se mais ativados e sendo a principal fonte de Il-
17 e IFN- γ em indivíduos com baixa parasitemia. Alguns autores já relataram a 
importância de células T CD8+ com esse perfil no controle da parasitemia em outras 
doenças infecciosas (SILVA et al., 2014) em resposta anti-tumoral (TAJIMA et al., 
2011) e em doenças autoimunes (DONGGOU et al., 2006; HUBER et al., 2012). 
Nossos achados trazem um novo olhar sobre o papel de citocinas como IFN- γ e IL-
17 na fase aguda da doença, mostrando que estão diretamente relacionadas a 
baixos níveis de parasitemia.  
 
 

4.9 Aspectos imunológicos de pacientes agudos infectados por T. cruzi 
com DTU determinada por PCR 

 
 

4.9.1 Discriminação dos pacientes infectados por T. cruzi com DTU 
determinada em TcI, TcIII e TcIV 

 
 

Dentre as 31 amostras de pacientes que foram positivos para a reação de 
amplificação do fragmento de 330pb correspondente a região do minicírculo do 
kDNA, em treze deles foi possível determinar a DTU ( TcI-VI). 
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 Buscando avaliar se a DTU tem influência sobre os parâmetros imunológicos 
apresentados, os pacientes foram divididos em dois grupos baseados nas 
genotipagens realizadas pelo ensaio triplo proposto por D’ávila (2009). Os pacientes 
infectados por T. cruzi identificados como pertencentes ao TcI foram nomeados 
como Grupo TcI (n=10) e os pacientes infectados por T. cruzi identificados como 
pertencentes ao Tc III e TcIV foram nomeados como Grupo TcIII/TcIV (n=3).  TcIII e 
TcIV foram condensados em um único grupo por conta do número amostral ser 
pequeno, o que impossibilitaria a realização das análises comparativas. Avaliou-se, 
inicialmente, se havia diferença na parasitemia entre os dois grupos. Verificou-se 
que não há diferenças estatisticamente significativas entre a média de valores 
encontrados entre os grupos - (Tabela 5).  
 

Grupo TcIII/TcIV 

Paciente Parasitemia 
2 19.765 

10 19.774 
14 20.768 

 Média 20.102 
 Desvio padrão 577 

 
Grupo TcI 

Paciente Parasitemia 
1 21.014 
3 19.777 
4 19.763 
5 19.773 
6 19.769 
7 16.741 

18 20.767 
22 15.763 
23 15.767 
24 15.764 

 Média 18.703 
 Desvio padrão 2.198 
 Tabela 5: Grupos de pacientes divididos de acordo com a DTU a qual pertencem, grupo TcI 
(n=10) e o grupo TcIII/TcIV (n=3) e os respectivos valores para parasitemia. Os valores são 
arbitrários, sem unidade. 
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Alguns autores acreditam que a diversidade genética pode influenciar no curso da 
infecção, e que cepas diferentes, pertencentes a diferentes DTUs induzem respostas 
distintas nos indivíduos, polarizando as formas clínicas (CAETANO et al., 2010; 
MAGALHÃES et al., 2015). No entanto, estudos comparativos entre as diferentes 
DTUs principalmente TcIII e Tc IV são escassos, principalmente quanto a avaliação 
de infectividade, parasitemia e resposta imunológica gerada no hospedeiro. Grande 
parte dos estudos tem como foco apenas características epidemiológicas das cepas 
pertencentes a esses DTUs.  
Monteiro e colaboradores (2013), avaliaram em modelo animal diversos parâmetros 
diferentes na infecção experimental com TcI e TcIV isolada na região amazônica. 
Neste estudo, foram observadas diferenças significativas entre 15 dos 17 
parâmetros avaliados, mostrando um perfil bem diferente entre as DTU. Naquele 
estudo, foram observados níveis de parasitemia muito mais elevados nos 
camundongos infectados com TcIV quando comparados aos indivíduos infectados 
por TcI. TcI apresentou parasitemia predominantemente subpatente, resultado 
também encontrado por Lisboa e colaboradores (2007) usando TcI isolado da região 
amazônica. Além de maior parasitemia, a DTU TcIV se mostrou muito mais virulenta. 
No entanto, de maneira interessante, os três pacientes pertencentes ao grupo 
TcIII/TcIV apresentaram valores de parasitemia acima da mediana (16.770) 
calculada com base nos valores encontrados para os 31 indivíduos que amplificaram 
para a reação de PCR do kDNA, enquanto que apenas 60% (6/10) indivíduos do 
grupo TcI apresentaram valores acima da mediana apesar de não observarmos 
diferenças nas médias dos valores de parasitemia entre as DTUs, o que pode ser 
explicado pelo pequeno número amostral o que pode estar mascarando esta 
diferença. Ainda no estudo de Monteiro, foram identificadas maiores níveis de 
infectividade em TcIV e em contrapartida foi observada maior processo inflamatório 
e parasitismo tecidual em camundongos infectados por TcI, além de maior 
susceptibilidade ao Benzonidazol. 
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4.9.2 Estudo das populações de células T em pacientes chagásicos 
agudos, seu estado de ativação e produção de citocinas entre 
os indivíduos pertencentes aos grupos TcI e TcIV 

 
Para determinar se há uma expansão diferencial de células T entre as duas 
diferentes DTUs e seu perfil de ativação, foi avaliada a frequência de células TCD4+ 
e TCD8+ além da avaliação da expressão das moléculas de ativação CD28 e CTLA-
4 e do marcador de ativação tardio HLA-DR por estas células. Não foram 
observadas diferenças na frequência de células CD4+ e CD8+ totais, bem como na 
expressão das moléculas de ativação CD28 e CTLA-4 e do marcador de ativação 
tardio HLA-DR entre os pacientes pertencentes aos grupos TcI e TcIII/TcIV. 
 

 %LTCD4+ %CD4+ CD-28- %CD4+ CTLA-4+ %CD4+ HLA-DR+ 
TcI (n=9) 29,4 ± 7,5 2,6 ± 2,6 0,21± 0,19 1,7 ± 0,5 

TcIII/TcIV (n=3) 31,7 ± 7,9 2,5 ± 2,4 0,33±0,22 1,5 ± 0,3 
 %CD8+ %CD8+ CD-28- %CD8+ CTLA-4+ %CD8+ HLA-DR+ 

TcI (n=11) 26,0 ± 16,0 15,8 ±12,1 0,2 ± 0,2 1,0 ± 0,8 
TcIII/TcIV (n=9) 17,3 ± 7,7 10,5 ± 3,3 0,2 ± 0,1 1,0 ± 1,0 

 
 
 
Analisamos a frequência das citocinas IFN-γ, IL-10 e IL-17 dentro da população de 
linfócitos totais. Comparando os dados de pacientes chagásicos pertencentes ao 
grupo TcI e TcIV, não foram observadas diferenças significativas na frequência das 
citocinas analisadas dentro da população linfocitária total. No entanto, foi observada 
uma maior frequência de células T CD8+ expressando a citocina IL-10 (0,6 ± 0,2) em 
indivíduos pertencentes ao grupo TcIII/TcIV em comparação aos indivíduos 
pertencentes ao grupo TcI (0,3 ± 0,2). Esse resultado se mostra interessante, uma 
vez que todos os componentes grupo TcIII/TcIV apresentam níveis de parasitemia 
acima da mediana e suas células CD8+ produzem mais IL-10 do que o grupo TcI, o 

Tabela 6: Frequência de LT CD4+ e CD8+ totais, frequência de LT CD4+ CD28- e LT CD8+ 
CD28-, CD4+ CTLA-4+ e CD8+ CTLA-4+ e CD4+ HLA-DR+ e CD8+ HLA-DR+ em pacientes 
pertencentes aos grupos TcI e TcIII/TcIV. Valores significativos para p<0.05. 
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que reforça o papel regulador dessa citocina na resposta frente o parasito 
diminuindo a capacidade tripanocida dos macrófagos através da inibição da 
produção de ROS e NO por estas células. 
 
 Grupos Citocinas 

Totais % de CD4+ 
expressando citocina* 

% de CD8+ 
expressando citocina* 

IFN-y 
TcI (n=9) 7,0 ± 4,0 3,3 ± 2,2 1,3 ± 1,3 

TcIV (n=3) 10,0 ± 0,5 1,8 ± 0,7 1,5 ± 0,7 

IL-10 
TcI (n=9) 1,8 ± 2,3 0,4 ± 0,3 0,3± 0,2 

TcIV (n=3) 1,2 ± 0,8 0,4 ± 0,2 *0,6 ±0,2 

Il-17  
TcI (n=9) 5,7 ± 3,5 3,7 ± 5,0 2,3 ± 2,6 

TcIV (n=3) 4,5 ± 2,2 2,2 ± 2,5 1,6 ± 1,9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

Buscando na literatura estudos que mostrassem o perfil de resposta imunológica 
frente à infecção por T. cruzi III e IV, e não somente dados epidemiológicos e sobre 
parasitemia para discutir nossos achados, não foi possível encontrá-los. Então tendo 
mostrado pela primeira vez, segundo nosso conhecimento, dados sobre o perfil de 
resposta celular frente a infecção por T. cruzi  TcIII e TcIV; além da resposta da 
infecção por TcI em humanos, acreditamos que o presente trabalho traz uma grande 
contribuição para o entendimento do desenvolvimento de um perfil de sintomas e 
gravidade diferentes entre as DTUs. Estudos futuros, incluindo outros componentes 
importantes envolvidos na resposta frente o T.cruzi se fazem necessários para que 
possamos compreender melhor toda a dinâmica da infecção por esse parasito que é 
tão diverso.    
 
 

Tabela 7: Porcentagem de expressão de citocinas dentro da população linfocitária total e frequência 
de células TCD4+ e TCD8+ positivas para cada uma das citocinas analisadas no sangue periférico de 
pacientes chagásicos agudos pertencente ao TcI (n=9) e TcIV (n=3). Para determinar se há diferença 
entre os diferentes grupos foi utilizado o Teste T não pareado. Em cada parâmetro avaliado, 
diferenças estatisticamente significativas entre os grupos estão indicadas por *. 
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4. CONCLUSÃO 
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Tendo em vista os resultados apresentados, concluímos que: 
 Foi possível a identificação de três DTU distintas nas amostras de pacientes 

provenientes do Estado do Pará, TcI, TcIII e TcIV , sendo a TcI a mais 
prevalente naquela região, TcIII que é raramente encontrada infectando 
humanos foi identificada  pela primeira vez no estado do Pará e a última 
envolvida em diversos relatos de infecção oral na região amazônica brasileira; 

 Os indivíduos que apresentaram baixa parasitemia mostraram maiores 
frequências de células T CD8+ ativadas expressando granzima A, IFN- γ e IL-
17, sugerindo que os indivíduos com baixa parasitemia têm um perfil de 
resposta mais efetor no controle do parasito; 

Não houve diferenças significativas entre a frequência de células T CD4+ e CD8+ e 
produção das citocinas IFN-γ e IL-17 entre o indivíduos infectados por T. cruzi 
pertencentes ao TcI, TcIII e TcIV, no entanto, observou-se uma maior frequência de 
expressão de IL-10 por células T CD8++ em pacientes onde foram identificados TcIII 
e TcIV. 
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