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ABSTRACT 

The immune response during early human Trypanosoma cruzi infection is not completely 

understood, despite its role in driving the development of distinct clinical manifestations of 

chronic infection. Herein we report the results of a descriptive flow cytometric 

immunophenotyping investigation to determine the impact of Bz-treatment on major and 

minor peripheral blood leukocyte subpopulations in T. cruzi-infected children, characterizing 

the early stages of the indeterminate clinical form of Chagas’ disease (E-IND). Firstly, we 

characterized the E-IND immune profile and compared with non infected children (NI). Our 

results indicated significant alterations in E-IND when compared with NI, including increased 

values of pre-NK cells, and higher values of pro-inflammatory monocytes. The higher values 

of activated B lymphocytes contrasted with impaired T cell activation and the cytokine 

secretion; a decreased frequency of regulatory cells was also observed. These findings 

reinforce the hypothesis that simultaneous activation of innate and adaptive immunity 

mechanisms in addition to modulation of T cell immune response occur during early events of 

Chagas’ disease. Furthermore, we favour the hypothesis that T-cell-mediated immunity, 

during the early indeterminate clinical form, may represent a phenomenon restricted to the 

cardiac and lymph node compartments, not detectable in the peripheral blood. Besides 

establishing the immune profile for E-IND, we evaluated the impact of Bz-treatment on the 

circulating leukocytes during the early-indeterminate Chagas’ disease. Our results 

demonstrated that Bz-treatment led to higher activation status of circulating monocytes but 

negatively correlated with the number of IL-12+CD14+ cells. Moreover, Bz-treatment 

triggered high frequency of circulating pre-NK cells, besides outstanding activation status of 

CD16+ cells, correlated with a type-1 modulated cytokine pattern. Additionally, Bz-treatment 

induced substantial T and B-cell activation status associated with an overall IL-10 modulated 

type-1 cytokine profile. Taken together, these findings add new concepts in the context of 

immune activation status following the etiological treatment of Chagas disease suggesting that 

more than increased number of activated leukocytes in the peripheral blood, Bz-treatment 

may also involves a qualitative change in their functional capacity that guide their activation 

state toward a modulated cytokine profile that may count for the benefits of etiological 

treatment of Chagas disease. 
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RESUMO 

A resposta imunológica durante a infecção recente pelo Trypanosoma cruzi não esta 

completamente entendida, apesar do seu papel no direcionamento do desenvolvimento das 

manifestações clínicas da infecção crônica e do sucesso terapêutico. Nesse trabalho 

reportamos os resultados de uma investigação imunofenotípica por citometria de fluxo para 

determinar o impacto do tratamento com benzonidazol nas subpopulações leucocitárias de 

crianças infectadas pelo T. cruzi, caracterizando os estágios iniciais da forma clínica 

indeterminada da doença de Chagas (E-IND). Primeiramente, caracterizamos o perfil imune 

do grupo E-IND e comparamos com o grupo das crianças não infectadas (NI). Nossos 

resultados indicaram alterações significativas em E-IND quando comparado com NI, 

incluindo valores aumentados de células pré-NK e monócitos pró-inflamatórios. Os valores 

elevados de células B ativadas contrastaram com a deficiência na ativação de células T e na 

secreção de citocinas; uma queda na frequência de células reguladoras também foi observada. 

Esses achados reforçam a hipótese que a ativação simultânea dos mecanismos da imunidade 

inata e adaptativa associados com uma modulação na resposta imune de células T ocorrem 

durante os eventos iniciais da doença de Chagas. Além disso, nossos dados contribuem para a 

hipótese de que a imunidade mediada por células T, durante a forma clinica indeterminada 

recente, possa representar um fenômeno restrito ao compartimento cardíaco e linfonodos, não 

detectados no sangue periférico. Após o estabelecimetno do perfil imune do E-IND, 

avaliamos o impacto do tratamento com benzonidazol nos leucócitos circulantes durante a 

doença de chagas indeterminada recente. Nossos resultados demonstraram que o tratamento 

com benzonidazol levou a um padrão ativado de monócitos circulantes, mas correlacionado 

negativamente como o número de células CD14+IL-12+. O tratamento com benzonidazol 

também induziu aumento na frequência de células pré-NK circulantes, assim como uma 

grande ativação das células CD16+, correlacionada com um padrão de citocinas do tipo 1 

modulado. Adicionalmente, o tratamento com benzonidazol induziu um estatus de ativação 

substancial para as células T e B associado com um perfil do tipo 1 global, modulado por IL-

10. Nossos dados em conjunto adicionam nova concepção no contexto da ativação imune 

após o tratamento etiológico da doença de Chagas, sugerindo que mais do que um aumento no 

número de leucócitos ativados no sangue periférico, o tratamento com benzonidazol pode 

também levar a mudanças qualitativas na capacidade funcional que guia o seu estatus ativado 

para um perfil de citocinas modulado que pode contribuir com benefícios para o tratamento 

etiológico da doença de Chagas. 
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1.1. Epidemiologia  

A Tripanossomíase Americana ou doença de Chagas, descoberta em 1909 por Carlos 

Ribeiro Justiniano das Chagas (Chagas, 1909), é uma zoonose causada pelo hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi, pertencente à ordem Kinetoplastida e à família Tripanosomatidae. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, a doença de Chagas representa um importante 

problema de saúde pública, sendo o quarto maior de impacto social entre todas as doenças 

infecciosas e parasitárias prevalentes na América Latina, estando distribuída desde o sul dos 

Estados Unidos até o sul da Argentina, afetando cerca de 13 milhões de indivíduos e com uma 

incidência de 200 mil novos casos por ano (WHO, 2003). 

No Brasil, a prevalência da doença de Chagas humana abrange uma área de três 

milhões de quilômetros quadrados, desde o Maranhão até o Rio Grande do Sul. São cerca de 

2.450 municípios, envolvendo uma população de mais de 28 milhões de pessoas expostas ao 

risco de contaminação e uma população de aproximadamente cinco milhões de indivíduos 

infectados (DIAS et al. 1997). 

Em outros países da América do Sul, como a Bolívia, observam-se índices mais 

elevados da doença. Segundo Valencia et al., até 1990, 1,1 a 1,8 milhões de pessoas 

residentes na Bolívia poderiam estar infectadas com o T. cruzi, o que corresponderia a 15% da 

população total do país, com o surgimento anual de mais de 85 mil novos casos (VALENCIA 

et al., 1990).  

A infecção chagásica é classicamente considerada como sendo de área rural. 

Entretanto, o panorama atual mostra um aumento dos casos de infecção chagásica também 

nos grandes centros urbanos, podendo estar relacionado a dois principais fatores: (1) a 

migração de pessoas contaminadas com o T. cruzi das áreas rurais para as cidades, com o 

conseqüente aumento do percentual de portadores da doença em áreas não endêmicas; (2) o 
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transporte do vetor junto aos pertences pessoais, durante o êxodo, favorecendo a formação de 

um ciclo urbano, uma vez que o vetor é capaz de se adaptar a novos ambientes (CARRASCO 

et al., 1990, DIAS 2007).  

A principal forma de controle da doença faz-se através de ações de combate químico 

sistemático aos insetos vetores e ou melhorias habitacionais, complementadas por rigorosa 

seleção de doadores de sangue. No final do último século, ficou comprovado que medidas 

sistemáticas de controle e vigilância epidemiológica, em áreas endêmicas, podem levar à 

eliminação da maioria das populações de vetores domésticos, contribuindo para a interrupção 

da transmissão da doença. O impacto social do controle da doença pode agora ser 

demonstrado pela redução ou até mesmo o desaparecimento de casos agudos e de novas 

infecções em indivíduos mais jovens (DIAS et al., 2002). Apesar do progresso das últimas 

décadas, em algumas áreas endêmicas, a transmissão vetorial da doença de Chagas ainda 

permanece, principalmente onde a vigilância epidemiológica e o controle da doença são 

incipientes. O estado de Minas Gerais, que desde a descoberta da doença, tornou-se 

importante centro de investigações sobre a doença de Chagas, teve como cenário o 

desaparecimento do vetor Triatoma infestans e a não documentação de indivíduos menores de 

dez anos infectados pelo T. cruzi. Entretanto, com a descontinuidade dos programas de 

vigilância epidemiológica, estudos atuais vêm constatando o ressurgimento de novos casos de 

infecção pelo T. cruzi em crianças com idade inferior a 10 anos. Estes dados chamam a 

atenção para a importância de se adotar medidas de vigilância e controle vetorial sistêmicas. 

Além disso, é importante salientar que não basta somente o controle do surgimento de novos 

casos da doença. No Brasil, são cerca de 5 milhões de indivíduos infectados que 

correspondem a um sobrecarga para os órgãos de saúde pública e de previdência social, uma 

vez que a enfermidade ameaça e acomete basicamente as regiões pobres do país, priorizando 

populações de baixa expressão política, socialmente excluídas, de origem rural e pouco 
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letradas (DIAS, 2007). Por tudo isso, a atenção aos indivíduos infectados pelo T. cruzi 

geralmente pressupõem uma ação de Estado, o que gera clara dependência de políticas 

públicas conseqüentes e continuadas, a fim de minimizar os efeitos deletérios da doença 

1.2. Ciclo Evolutivo 

O ciclo evolutivo do T. cruzi inicia-se no hospedeiro invertebrado quando a forma 

tripomastigota sanguínea é ingerida pelo triatomíneo no momento do seu repasto sangüíneo. 

No trato digestório, as formas tripomastigotas transformam-se em epimastigotas que se 

multiplicam por fissão binária e se diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas, na 

porção posterior do tubo digestivo. Estas formas, quando eliminadas junto às fezes e urina, 

infectam o hospedeiro vertebrado através de mucosas íntegras ou lesões de continuidade na 

pele. Subseqüentemente, os tripomastigotas penetram por endocitose tanto nas células 

fagocitárias quanto nas não fagocitárias e completam o seu ciclo biológico. Em seguida, 

modificam-se em amastigotas, que conseguem escapar do vacúolo parasitófago, para o 

citoplasma das células hospedeiras. Após cerca de 35 horas, inicia-se um processo de divisão 

binária que pode durar vários dias, dependendo da característica da cepa de T. cruzi e da 

célula parasitada. Em torno de cinco dias, inicia-se um processo no qual as formas 

amastigotas se transformam em tripomastigotas e rompem a célula hospedeira, podendo 

infectar novas células ou permanecer na corrente sangüínea, e iniciam novo ciclo biológico, 

quando ingeridas pelo vetor (Figura 1) (BRENER et al., 1973; GARCIA et al., 1991). 

Outros mecanismos de transmissão, alternativos ao vetorial, têm sido descritos e 

incluem a transfusão sanguínea, a transmissão congênita, transplante de órgãos e acidentes 

laboratoriais (DIAS et al., 2000), com grande importância epidemiológica a transmissão 

através da transfusão sanguínea, pois possibilita a disseminação da doença nos centros 

urbanos (WENDEL, 1997). Hoje, no Brasil, estima-se que cerca de 70% dos indivíduos 

portadores da doença de Chagas vivam no espaço urbano, proporção esta que é menor para 
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outros países como Bolívia e Paraguai.   Em áreas de grande endemicidade, como a Bolívia, a 

transmissão congênita atinge importância na saúde pública, pois os índices de contaminação 

chegam a 80% em áreas rurais. Estudos sobre a prevalência da infecção chagásica em 

gestantes e a incidência da transmissão nas Américas do Sul e Central, demonstram haver 

grandes variações regionais. No Brasil a transmissão congênita atinge 1,6% dos casos de 

crianças infectadas na cidade de Salvador-BA (AZOGUE et al., 1985; BITTENCOURT et al., 

1985). 
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http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm

 

Figura 1: Ciclo Biológico do Trypanosoma cruzi  

 

 

1.3. Patologia da infecção chagásica 
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Logo após a infecção, surge a fase aguda, de curta duração, seguida pela fase crônica 

da doença, que permanece por toda a vida do indivíduo. O T. cruzi pode indicar seu ponto de 

entrada no corpo humano através do surgimento de lesão inflamatória, o chagoma de 

inoculação – formação cutânea ligeiramente saliente, arredondada, eritematosa, de 

consistência firme, com alguns centímetros de diâmetro e geralmente indolor. Quando a porta 

de entrada se dá na região ocular, forma-se o sinal de Romaña – edema bipalpebral unilateral 

e indolor considerado, por muito tempo, como característico da doença de Chagas. A fase 

aguda é marcada por alterações teciduais degenerativas e inflamatórias focais, devidas a 

intensa multiplicação local do parasita (LARANJA, 1953). Manifestações sistêmicas, como 

febre, mal estar, astenia, edema subcutâneo, linfadenomegalia, esplenomegalia e 

hepatomegalia, são também observadas. Em cerca de 90% dos casos, as manifestações 

clínicas duram algumas semanas ou meses, regredindo espontaneamente. Nos demais 

pacientes, alterações cardíacas ou esofagianas podem permanecer além deste prazo e levar ao 

óbito. Em alguns casos, a fase aguda pode ainda apresentar-se assintomática (DUTRA et al., 

2005). 

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

desaparecimento das manifestações clínicas e diminuição da parasitemia. Acredita-se que 

alterações na fase crônica sejam conseqüências de mecanismos multifatoriais relacionados 

tanto ao parasita quanto ao hospedeiro vertebrado, assim como a fatores sócio-econômicos. 

Dentre os fatores relacionados ao parasita, a variabilidade das cepas, o tropismo, a 

antigenicidade e o tamanho do inóculo são aspectos relevantes (FRANCO et al., 2003; VAGO 

et al., 2000). Quanto ao hospedeiro, é importante ressaltar a faixa etária, o sexo e 

especialmente as características imunológicas e genéticas. Em relação aos fatores sócio-

econômicos, destacam-se os aspectos nutricionais, uma vez que alguns micronutrientes 
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ingeridos parecem estar relacionados a quadros clínicos específicos (DE SOUZA et al., 2003; 

RIVERA et al., 2002; ARANTES et al., 2007). 

A maioria dos que entram na fase crônica permanecem assintomáticos, e a doença é 

detectada somente por exames laboratorias. Esses pacientes são classificados como 

indeterminados, a presença da doença e confirmada através da positividade de pelo menos 

dois testes sorológicos específicos, porque os pacientes não apresentam sintoma ou sinal 

específico da doença de Chagas. Segundo critério adotado pela organização mundial de saúde, 

os pacientes portadores da forma crônica indeterminada também apresentam exames de 

eletrocardiograma, raio X de tórax, esôfago e colon normais (WHO, 2002).  Um percentual 

significativo do indivíduos infectados desenvolverão sintomas clínicos ou apresentar 

alterações em exames laboratorias (por exemplo, aumento nos níveis de hormônio 

natriurético) e ou de imagens (mudanças no ecocardiograma) avaliados. Alguns pacientes 

chagásicos podem apresentar-se com probroblemas digestivos, relacionados com a destruição 

da rede neuronal mioentérica, mais frequente no esôfago e no intestino grosso 

(MENEGHELLI, 2004). Estes problemas frequentemente relacionados com a motilidade e 

disfunção digestiva e, em casos extremos, pode levar à morte. Entre 20% e 30% dos pacientes 

cronicamente infectados desenvolve a forma clínica cardíaca da doença de Chagas, que pode 

variar de grau moderado de alterações da função do coração (detectado somente através do 

uso de métodos laboratorias sensíveis) à grave da doença. Os casos mais graves com alterção 

na condutividade de impulsos nervosos, os quais podem estar associados com falha na 

contatibilidade do musculo estriado cardíaco, levam à cardiomiopatia chagásica crônica e uma 

alta taxa de mortalidade (ROCHA et al., 2003). A classificação clínical publicada 

recentemente (ROCHA et al., 2003) está baseada na avaliação das funções do coração 

utilizando técnicas bem padronizadas (ecocardiograma e radiografia) e mais sensíveis 

(“Doppler” eletrocardiografia, Holter 24-horas e testes ergométricos). Outra classificação 
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frequentemente empregada é aquela sugerida pela Organização Mundial de Saúde que é 

baseada na presença e gravidade de sintomas, e não pelo emprego de metodologias refinadas. 

Apesar de sua grande aplicabilidade na classificação para estudos epidemiológicos, muitos 

pacientes que apresentam exames normais monstram alteração cardíacas por métodos mais 

sensíveis (PEREZ et al 2003).  

Os danos do tecido cardíaco foram investigados por muitos anos sem sucesso, uma vez 

que o reduzido número de parasitas nas fibras cardíacas não poderia ser responsável pelo 

surgimento dos focos inflamatórios (GOGHER & GAZZINELLI, 2004). Essas observações 

levaram à proposição de fenômenos de auto-agressão com destruição de células normais, 

possivelmente por uma reação cruzada entre antígenos do T. cruzi e as fibras cardíacas. Esta 

hipótese foi reforçada pela presença de anticorpos capazes de interagir com endocárdio, vasos 

e interstício e também pela presença de linfócitos incrustados nas células do músculo 

cardíaco, produzindo lise celular nos indivíduos com cardiomiopatia chagásica (REIS et al., 

1993). Com os avanços nas técnicas de biologia molecular, tornou-se possível a identificação 

de fragmentos de DNA de T. cruzi em tecido cardíaco dos cardiopatas chagásicos crônicos 

(JONES et al., 1993; HIGUCHI, 1995), demonstrando assim uma correlação positiva entre o 

número de parasitos e a severidade da doença.  

Grande parte das manifestações clínicas no hospedeiro deve-se à resposta imune 

dirigida contra o parasita. No homem, bem como em modelos experimentais, a infecção pelo 

T. cruzi mobiliza diferentes compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de 

respostas humorais e celulares específicas contra o parasita (BRENER & GAZZINELLI, 

1997). A estimulação do sistema imune é crucial na redução da carga parasitária, mas, por 

outro lado, pode contribuir para o agravamento dos sintomas clínicos. Entender as diferenças 

da resposta imune envolvida na lesão tecidual é o atual desafio no estudo sobre a imunologia 

na doença de Chagas.  
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1.4. Aspectos imunológicos na doença de Chagas 

Vários estudos destacam forte ativação do sistema imune inato durante a fase aguda, 

como sendo a primeira linha de defesa contra a invasão do microorganismo (FEARON et al., 

1996; GAZZINELLI et al., 1998; JANEWAY et al., 2001). Nesse período, observa-se 

ativação inespecífica, bem como de macrófagos (ORTIZ et al., 1976) e células natural killer-

NK (HATCHER et al. 1981), acompanhadas por uma resposta policlonal de linfócitos B e T. 

O T. cruzi, assim como outros microorganismos patogênicos, é capaz de induzir prontamente 

a ativação de proteínas e enzimas efetoras da cascata de complemento que destroem formas 

epimastigotas não infectantes. Porém, formas tripomastigotas infectantes são resistentes à 

ação lítica da cascata de complemento (NOGUEIRA et al., 1975). Esta resistência parece 

estar relacionada à expressão de proteínas semelhantes ao DAF humano (decay-acelerating 

factor) na superfície da forma tripomastigota. Tal proteína, denominada T-DAF, atua 

desestabilizando a C3 convertase depositada na membrana do parasita, impedindo a lise 

(RIMOLDI et al., 1988; TAMBOURGI et al., 1993).  

A infecção pelo T. cruzi também induz considerável aumento da secreção de proteínas 

hepáticas de fase aguda, como a proteína C reativa. Esta, em conjunto com outras proteínas 

séricas, se liga a compostos antigênicos do T. cruzi que são eficientemente endocitadas por 

macrófagos, uma vez que estes expressam, em suas superfícies, receptores para tais proteínas 

(ISAAC et al., 1990). Contudo, até o momento, os dados fornecidos não esclarecem se a 

ligação dessas proteínas a compostos antigênicos propicia a eliminação do parasita ou se 

relaciona ao mecanismo de invasão e replicação dentro de macrófagos (LUZ et al., 1995; 

MORROT et al., 1997). 

Os macrófagos têm papel essencial no controle da infecção. Secretam uma variedade 

de mediadores químicos e citocinas que regulam diferentes compartimentos do sistema 

imunológico. Eles capturam, processam e apresentam antígenos para as células T e são uma 
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fonte de moléculas co-estimulatórias para a ativação destas células. Uma vez estimulados por 

antígenos derivados de formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi, podem atuar como 

células efetoras para uma atividade citotóxica, no caso parasiticida, com produção de 

metabólitos reativos de nitrogênio e oxigênio e citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, 

IL-12 e TNF-α (CAMARGO et al., 1997; CHANDRASEKAR et al., 1998). Entretanto, sabe-

se que alguns glico-inositol-fosfolipídios (GIPLs), extraídos da membrana celular de formas 

epimastigotas e tripomastigotas metacíclicas do T. cruzi, exercem função supressiva na 

ativação de macrófagos e células dendríticas, inibindo a secreção de TNF-α e IL-12 (SILVA 

et al., 1998; VAN OVERTVELT et al., 1999; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002). GIPLs 

também induzem diminuição da expressão de moléculas co-estimulatórias na superfície das 

células apresentadoras de antígenos (BRODSKYN et al., 2002) que, associadas às citocinas 

pró-inflamatórias, são essenciais para a ativação dos sistemas imunes inato e adaptativo com 

conseqüente eliminação do parasita. Desta forma, tais atividades supressivas e imuno-

regulatória dos GIPLs são potencialmente importantes para a evasão do sistema imune e o 

estabelecimento da infecção (BRODSKYN et al., 2002; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002). 

Ao analisar macrófagos, seja em humanos seja em camundongos, observam-se duas 

populações fenotipicamente distintas: CD14++CD16- e CD14+CD16+. Em indivíduos 

saudáveis, as células CD14+CD16+ correspondem aproximadamente a 10% da população de 

monócitos. Entretanto, em indivíduos com infecções graves, o número de monócitos 

CD14+CD16+ encontra-se consideravelmente aumentado (NOCKHER et al., 1998; 

SKRZECZYÑSKA et al., 2002). Tais monócitos expressam altos níveis da molécula HLA-

DR em sua superfície, sintetizam elevados níveis de TNF-α e quantidades basais de citocinas 

anti-inflamatórias como IL-10, sendo denominados monócitos pró-inflamatórios (BELGE et 

al., 2002). Os altos níveis de TNF-α provavelmente decorrem da elevada expressão de 

receptores dirigidos a componentes estruturais dos agentes infecciosos, como exemplo temos 
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o LPS atuando sobre os receptores “Toll-like 2” (TLR-2) em células dendríticas ativadas 

(YOSHIMURA et al., 1999; THOMA-USZYNSKI et al., 2000; BELGE et al., 2002; 

OUAISSI et al., 2002). Campos et al. (2001) demonstraram que glicoproteínas (GPIs) e 

glicolipídios (GIPLs) derivados de T. cruzi podem se ligar ao receptor “Toll-like 2” de 

monócitos e induzir a síntese de IL-12, TNF-α e óxido nítrico (NO). Oliveira et al. (2004), 

estudando a função de TLR-4 na doença de Chagas, constataram que camundongos 

deficientes para este receptor são altamente susceptíveis à infecção pelo T. cruzi, com elevada 

parasitemia e taxa de mortalidade. Isso se deve à falha na interação de GIPLs do parasita com 

os receptores TLR-4 presentes em monócitos, indicando sua importância na ativação da 

resposta imune protetora. Atualmente, atenção especial tem sido dada aos TLR devido ao seu 

papel na ativação de células NK durante infecções bacterianas e por protozoários. Lauzon et 

al. (2003) demonstraram que antígenos derivados de Leishmania sp. ao se ligarem aos 

receptores TLR-2 aumentam a produção das citocinas IFN-γ e TNF-α e a translocação nuclear 

de NF-κB pelas células NK. Esse mesmo grupo, recentemente, verificou que as células NK 

possuem diversos TLRs, que estão diretamente relacionados com o aumento da produção de 

citocinas e citotoxicidade celular (LAUZON et al., 2006). No contexto da doença de Chagas, 

pouco se sabe sobre a interação de antígenos do T. cruzi e os TLRs presentes em NK, mas é 

pertinente sugerir que a interação desses antígenos com esses receptores pode ser importante 

na ativação de células NK na fase aguda e crônica da doença de Chagas.   

As células NK possuem um papel indispensável na resposta imune anti-T. cruzi 

através da produção de IFN-γ mesmo na ausência de células T. São as primeiras células a 

produzirem esta citocina antes do desenvolvimento da resposta imune mediada por células T, 

favorecendo precocemente uma resposta do tipo 1, essencial para o controle do parasita 

durante os estágios iniciais da infecção chagásica (SILVA et al., 1992; TORRICO et al., 

1991). O mecanismo clássico proposto para a ativação de células NK, durante a fase aguda, 
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sugere que as formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi induzem a síntese de IL-12 por 

macrófagos que, em associação com TNF-α e IL-1β, promovem a produção de IFN-γ por 

aquelas células (ALIBERTI et al., 1996; BRENER et al., 1997; GAZZINELLI et al. 1997). 

Além disso, estudos in vitro e in vivo mostram que macrófagos ativados por citocinas 

liberadas por células com o fenótipo do tipo 1 iniciam o controle da infecção (CAMARGO et 

al., 1997; De DIEGO et al., 1997; MICHAILOWSKY et al., 2001). Tem sido relatado que 

IFN-γ e TNF-α potencializam sinergisticamente a atividade dos macrófagos para eliminar o T. 

cruzi através da síntese de NO, que restringe eficientemente a replicação do parasita 

(DENICOLA et al., 1993; PETRAY et al., 1994; VESPA et al., 1994; CHANDRASEKAR et 

al., 2000). Silva et al., (1992) e Torrico et al., (1991) utilizando, respectivamente, anticorpos 

anti-IFN-γ e camundongos deficientes para produção de IFN-γ, observaram maior 

susceptibilidade à infecção, demonstrando que esta citocina é imprescindível nos estágios 

iniciais da resposta imune. Outra citocina associada ao controle da infecção pelo T. cruzi é a 

IL-18 que, assim como a IL-12, induz síntese de IFN-γ, proliferação de células do tipo 1 e 

aumenta atividade das células NK (HYODO et al., 1999). Esse aumento na atividade das 

células NK, independente de IL-2, é de extrema importância, já que camundongos infectados 

com T. cruzi apresentam uma redução na síntese desta citocina e na expressão de seu receptor, 

podendo ser então a IL-18 uma possível via de eliminação do parasita (ROTTENBERG et al., 

1989; NABORS et al., 1991). Sabe-se que a IL-18 não ativa diretamente linfócitos T, por não 

possuírem receptores expressos constitutivamente em suas superfícies para esta citocina, o 

que demonstra a sua acuidade na ativação do sistema imune inato. Antúnez et al. (2001) 

demonstraram uma ação conjunta de IL-18 com IL-12 no controle da replicação do parasita 

em camundongos infectados pelo T. cruzi. Aqui a resposta imune do tipo 1 pode induzir 

reação inflamatória intensa, sendo necessária a presença de citocinas do moduladoras, como 
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IL-10, para contrabalançar a atividade da resposta inflamatória, reduzindo danos teciduais 

induzidos pelo processo inflamatório frente à infecção pelo T. cruzi. 

Como mencionado anteriormente, as células NK são indispensáveis no controle da 

infecção pelo T. cruzi, por serem fonte de IFN−γ. No entanto, suas atividades não se 

restringem à produção de citocinas. Elas também apresentam atividade citotóxica que pode 

variar conforme a subpopulação (SONDERGAARD et al., 2000). Atualmente, são descritos 

dois subtipos de células NK humanas, identificadas pela intensidade da expressão da molécula 

CD56. Aproximadamente 90% das células NK apresentam baixa expressão de CD56 

(CD56dim), expressam em sua superfície altos níveis de CD16 e possuem alta capacidade 

citotóxica, enquanto cerca de 10% das células NK apresentam alta expressão de CD56 

(CD56bright), baixo ou nenhum nível de CD16, com reduzida atividade citotóxica, mas com 

acentuada atividade proliferativa (SONDERGAARD et al., 2000; COOPER et al., 2001). 

Entretanto, Gaddy et al. (1997), ao estudarem a ontogenia das células NK utilizando sangue 

de cordão umbilical, demonstraram a existência de uma nova subpopulação de células NK 

(CD16+CD56-) com baixa atividade lítica. Esta célula é considerada como célula pré-NK, 

possível precursora de células NK maduras, uma vez que quando cultivada na presença da IL-

2, modifica-se para um fenótipo CD16+CD56+ e na presença da IL-12 transforma-se em 

CD16+CD56+ e ou CD16-CD56+. 

Além de sua importância na produção de citocinas e na atividade citotóxica, estudos 

demonstram a interação entre células NK e linfócitos B com conseqüente ativação policlonal 

e aumento dos níveis de imunoglobulinas IgM e IgG2a em camundongos infectados pelo T. 

cruzi (DE ARRUDA HINDIS et al., 2001). Esses autores observaram que a ativação das 

células B não ocorre quando estas são cultivada na ausência das células NK, indicando que a 

sua ativação é provavelmente dependente do contato com células NK. Para tanto, moléculas 

co-estimulatórias atuam na interação célula-célula e na ativação de suas várias vias efetoras. 
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A molécula CD28 desempenha uma importante função na indução de atividade citotóxica e 

secreção de citocinas pelas células NK, quando em contato com CD80 ou CD86, seus ligantes 

em outras células (MARTIN-FONTECHA et al., 1999; HUNTER et al., 1997). Porém, de 

acordo com De Arruda Hindis et al.(2001), a ativação de linfócitos B pelas células NK é 

independente do contato CD28-CD86. Já Blanca et al. (2001) constataram que a ativação 

policlonal de células B depende da interação entre CD40, presente na superfície de células 

NK, e o seu ligante CD40L na superfície de linfócitos B. 

A infecção pelo T. cruzi também mobiliza outros elementos celulares envolvidos na 

resposta inata do hospedeiro. Algumas subpopulações linfocitárias são estimuladas no modelo 

murino de infecção, como por exemplo as células NKT (DUTHIE et al., 2002). Essas células, 

apesar de rearranjarem somaticamente os genes de seus receptores antigênicos (TCR), 

apresentam um repertório de especificidade restrito. Os determinantes antigênicos 

reconhecidos são, em geral, estruturas comuns a diferentes microorganismos ou ainda 

determinantes do próprio hospedeiro, cuja expressão ou reconhecimento são induzidos pelo 

processo infeccioso. Dessa forma, essas células se situam a meio caminho entre a resposta 

inata e adquirida. 

As células NKT são uma subpopulação de linfócitos T distintos dos linfócitos T 

convencionais e das células NK, expressando receptores de ambos os tipos celulares, como o 

receptor de células T (TCR) e o NK1. 1 de células NK. Diferente das células T convencionais, 

as células NKT são estimuladas por glicolipídios apresentados via CD1, uma molécula com 

função semelhante ao MHC de classe I (GODFREY et al., 2000). Desta forma, promovem a 

proteção contra agentes infecciosos através da rápida produção de IFN-γ e IL-4, da atividade 

citotóxica e da ativação de células NK (EBERL et al., 2000). Estas células, além de atuarem 

contra agentes infecciosos, podem estar relacionadas a mecanismos protetores contra 

respostas autoimunes (HONG et al., 1999; GODFREY et al., 2000). Duthie et al. (2002), ao 
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estudarem seu papel em camundongos infectados com a cepa CL do T. cruzi, constataram que 

durante a fase aguda, células NKT atuam no controle da parasitemia e na fase crônica, são 

responsáveis pelo aumento da secreção de anticorpos específicos. Assim, as células NKT 

podem, possivelmente, atuar no controle da progressão clínica da doença de Chagas. 

Uma vez que, os estágios iniciais da doença de Chagas humana são, em sua maioria, 

assintomáticos, os estudos referentes às alterações imunológicas nestas fases são escassos 

(SAMUDIO et al.1998). Estudos recentes realizados em nosso laboratório, com o objetivo de 

identificar alterações fenotípicas em leucócitos do sangue periférico durante os estágios 

iniciais da infecção pelo T. cruzi em crianças, demonstraram um microambiente imune 

independente de células T (SATHLER-AVELAR et al. 2003), compatível com aqueles 

previamente descritos em modelos experimentais (BRENER et al., 1997). De fato, estudos em 

animais têm demonstrado que a resistência/susceptibilidade à infecção pelo T. cruzi é, pelo 

menos em parte, determinada nos estágios iniciais da infecção, antes do desenvolvimento de 

resposta imune adquirida (TRISCHMANN et al., 1986; DUTHIE et al., 2005). Além disso, o 

efeito combinatório das diferentes vias de sinalização desencadeadas pelo T. cruzi, em células 

não imune e células da imunidade inata, pode ter uma importante conseqüência em diferentes 

aspectos da infecção, tais como parasitismo, tropismo e a patogênese da doença de Chagas.  

Neste contexto, propõe-se que a resposta imune inata atue de duas formas durante os estágios 

iniciais da infecção pelo T. cruzi. Enquanto seus mecanismos efetores atuam na redução e 

controle da replicação do parasita nos tecidos, outros mecanismos propiciam a geração de 

resposta imune adquirida menos patológica, especialmente durante a fase crônica da infecção 

(VITELLI-AVELAR et al., 2005). 

Durante a fase crônica da infecção chagásica, as duas subpopulações de linfócitos T – 

CD4+ e CD8+ – apresentam importância central quanto à capacidade de controlar a infecção 

pelo T. cruzi. O linfócito T CD4+, com sua habilidade em produzir elevados níveis de IFN-γ 
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auxilia na destruição de formas intracelulares do parasita, durante a fase crônica da doença 

(TARLETON et al., 1996). Estudos utilizando células mononucleares de sangue periférico 

constataram, em pacientes com a forma clínica indeterminada, uma predominância de 

linfócitos T CD4+, enquanto que pacientes com sintomas cardíacos exibiam fenótipos 

predominantemente de células T CD8+ ativadas, sugerindo uma possível participação dessas 

células em mecanismos imunopatológicos (CUÑA et al., 1995). Esta hipótese é reforçada por 

estudos utilizando imunohistoquímica em tecido cardíaco, obtidos em autópsia de pacientes 

com cardiopatia chagásica grave, nos quais as lesões inflamatórias eram principalmente 

caracterizadas por linfócitos T CD8+, muitos dos quais produzem granzimas. Além disso, 

observou-se expressão aumentada de moléculas do MHC classe I (HLA-ABC) nas células 

miocárdicas de pacientes chagásicos com cardiopatia crônica, reforçando que elas podem 

representar alvos de linfócitos para a citotoxicidade mediada por linfócitos T CD8+ (REIS et 

al., 1993).  

Vários estudos têm demonstrado que as diferentes manifestações clínicas estão 

associadas com uma distinta e complexa interação parasita/hospedeiro envolvendo 

diretamente o sistema imune. De fato, é bem aceito que a ausência de patologia na doença de 

Chagas está associada com a habilidade do indivíduo em controlar a resposta imune 

desencadeada no controle do parasitismo, o qual pode contribuir para os danos inflamatórios, 

característicos da doença (BRENER et al., 1997). Esses danos podem ser mais intensos na 

ausência de mecanismos reguladores. Tem sido descrito que existem tipos de células 

reguladoras, entretanto a população celular mais estudada são as células T CD4+CD25HIGH 

reguladoras (BLUESTONE et al., 2003; BELKAID et al., 2005). As células T 

CD4+CD25HIGH podem exercer sua função reguladora inibindo a atividade citotóxica das 

células T CD8+ através da modulação de IL-10 ou pelo contato direto com a célula 

(TRZONKOWSKI et al., 2004; O’GARRA et al., 2004; GROSSMAN et al., 2004). Neste 
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contexto, estudos mais recentes vêm demonstrando a participação de outras populações 

celulares com funções imunomoduladores no sangue periférico de indivíduos chagásicos. 

Vitelli-Avelar et al. (2005) observaram um aumento no percentual de células CD4+CD25HIGH 

exclusivamente na forma clínica indeterminada.  

Considerando a complexibilidade da resposta imune, Bahia-Oliveira et al. (1998) 

demonstraram que o perfil de citocinas produzido pelos pacientes chagásicos pode estar 

relacionado à gravidade da doença, já que pacientes portadores da forma clínica 

indeterminada, apresentam níveis elevados de IL-10, quando comparados com pacientes 

cardiopatas, cuja principal citocina produzida é o IFN-γ. Gomes et al. (2003), ao estudarem o 

papel funcional dos leucócitos do sangue periférico de pacientes infectados com o T. cruzi 

estimulados “in vitro”, constataram que a principal fonte de IFN-γ em cardiopatas são os 

linfócitos T CD4+, enquanto, em pacientes portadores da forma indeterminada, os monócitos 

são responsáveis pela produção de elevados níveis de IL-10, favorecendo a regulação da 

resposta imune e o controle da morbidade da doença. É possível que células T reguladoras 

estejam envolvidas nesse processo, uma vez que possuem habilidade em inibir a síntese de 

IFN-γ, o que poderia explicar os baixos níveis de IFN-γ produzidos por células 

mononucleares do sangue periférico de indivíduos portadores da forma indeterminada da 

doença de Chagas (GOMES et al., 2003; VITELLI-AVELAR et al., 2005).  Estes achados 

claramente reforçam a hipótese de que mecanismos imunomoduladores sejam importantes no 

controle do processo inflamatório desencadeado durante a infecção chagásica, uma vez que, 

as células CD4+CD25HIGH estão associadas com a redução na atividade citotóxica e na 

produção de IFN-γ pelas células NK e linfócitos T CD8+ (TRZONKOWSKI et al., 2004). A 

perda dos mecanismos imunoreguladores nas formas clínicas mais graves pode contribuir para 

um desequilíbrio da resposta imune que levaria à potente atividade inflamatória e conseqüente 

dano tecidual. Futuros estudos funcionais para a caracterização das populações 
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imunoreguladoras serão de grande valia para o entendimento dos complexos mecanismos 

imunológicos que permeiam a doença de Chagas.   

 

1.5. Tratamento etiológico da doença de Chagas 

A hipótese da participação ativa de mecanismos autoimunes na patogênese da doença 

de Chagas foi sustentada por vários anos (CUNHA-NETO et al., 2006; MARIN-NETO et al., 

2007). Entretanto, com o surgimento de técnicas de detecção do parasita mais apuradas, 

estudos recentes têm revelado uma associação da persistência do T. cruzi nas lesões crônicas 

com a evolução clínica da doença de Chagas (ANEZ et al, 1999; TARLETON et al., 1994; 

BRITTO et al., 2001). Neste contexto, o tratamento etiológico da doença de Chagas com 

drogas tripanomicidas, que poderiam eliminar o parasita, exerceria efeito benéfico na 

evolução da infecção. Todavia, a eficácia do tratamento na fase crônica ainda não está bem 

estabelecida (ANDRADE et al.,1988; BRITTO et al., 2001, VIOTTI & VIGLIANO, 2007). 

As drogas nifurtimox (Lampit®, Bayer) e benzonidazol (Rochagan®, Roche) atuam 

sobre as formas tripomastigotas sanguíneas e amastigotas. A primeira, depois de amplamente 

utilizadas no Brasil e países latino-americanos, foi retirada do mercado farmacêutico 

brasileiro, permanecendo apenas o benzonidazol (CANÇADO et al., 2000, COURA & DE 

CASTRO, 2002). 

O benzonidazol é um N-benzil- 2 nitro- 1 imidazol acetamida que interfere 

diretamente com a síntese de macromoléculas pelo T. cruzi e vários componente celulares, 

tais como DNA, lipídios e proteínas (MARR & DOCAMPO, 1986). Deve ser administrado 

durante 30-60 dias, na dosagem de 5 – 7mg/Kg. Apesar da sua atividade tripanossomicida, o 

benzonidazol pode causar varias reações colaterais caracterizadas por dermatites, depressões 

da medula óssea e polineuropatia periférica (MEDRANO-MERCADO et al., 2000; 

CANÇADO et al., 2000).  
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Atualmente a administração do benzonidazol é recomendada apenas para os casos de 

infecção aguda da doença, infecção congênita e crianças com sorologia positiva. O tratamento 

específico para a forma crônica indeterminada e forma cardíaca inicial, por instituições de 

pesquisa, foi aconselhado pelos participantes do Simpósio sobre Tratamento Específico da 

Doença de Chagas, realizado na II Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em Doença de 

Chagas em 1985, a fim de possibilitar melhor avaliação da atividade de cura. Em fevereiro de 

1996, a Câmara Técnica reunida em Brasília, sob o patrocínio do Programa de Controle da 

Doença de Chagas da FNS/MS, preocupada com o abandono da medicação específica pelos 

médicos, em decorrência da baixa eficácia na fase crônica e pelos escassos trabalhos 

mostrando a influência do tratamento na evolução da doença reiterou estas recomendações.  

Os pesquisadores concordam que os critérios de cura, na fase aguda, baseiam-se na 

negativação do xenodiagnóstico e/ou hemocultivo assim como das reações sorológicas, o que 

ocorre na maioria dos casos. Entretanto, os critérios de cura, na fase crônica, parecem ser mais 

complexos e constituem ainda matéria de investigação científica. Um dos principais desafios 

para a avaliação da eficácia terapêutica é o desenvolvimento de técnicas laboratoriais 

eficientes para serem utilizadas como ferramenta na verificação de cura. Utilizando a técnica 

de sorologia, Krettli e Brener (1982) propuseram que o soro de pacientes chagásicos crônicos 

apresenta dois tipos de anticorpos anti-parasita com diferentes atividades funcionais, 

anticorpos líticos e anticorpos de sorologia convencional. Os anticorpos líticos estão 

associados com resistência na infecção ativa e podem ser detectados pela lise mediada pelo 

complemento e imunofluorescência indireta, empregando formas tripomastigotas vivas 

(KRETTLI & BRENER 1982; MARTINS-FILHO 1995, 2002). Já os anticorpos de sorologia 

convencional não estão relacionados com resistência e nem se ligam às formas 

tripomastigotas vivas, mas são reativos contra antígenos solúveis ou formas epimastigotas 

fixadas (LUQUETTI et al., 2000). Com base nesses achados, estudos demonstraram que os 
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títulos dos anticorpos líticos tornam-se gradativamente negativos após o tratamento, enquanto 

que os anticorpos de sorologia convencional podem permanecer positivos durante décadas 

(GALVÃO et al., 1993; MARTINS-FILHO et al., 2002; VITELLI-AVELAR et al., 2007).  

A inexistência de parâmetros seguros para se determinar a eficácia da terapêutica na 

fase crônica pode ser responsável pelos baixos índices de cura, quando se considera a 

negativação sorológica convencional. Estudo realizado por Cançado et al. (2002) detectou 

cura em 76% de pacientes na fase aguda e apenas em 8% na fase crônica, empregado como 

critério de cura a negativação da sorologia convencional. Viotti et al. (1994) acompanharam 

por oito anos, 200 pacientes cronicamente infectados pelo T. cruzi, sendo 130 tratados com 

benzonidazol e 70 não tratados. Eles relatam que os pacientes submetidos ao tratamento, 

independente da negativação sorológica e ou parasitológica, apresentaram poucas alterações 

nos eletrocardiogramas (4,2%) comparados com os pacientes não tratados (30%), e uma baixa 

incidência na evolução clínica da doença (2,1% versus 17%). Recentemente, Garcia et al. 

(2005) avaliaram o efeito tratamento em camundongos com cardiomiopatia chagásica. Eles 

constataram que os corações dos animais submetidos ao tratamento com benzonidazol tiveram 

queda no parasitismo e na miocardite quando comparado com os corações dos animais não 

tratados. Apesar do grupo de animais infectados, submetidos ou não ao tratamento, 

apresentarem alterações significativas em seus eletrocardiogramas em comparação com os 

animais não infectados, os animais não tratados tiveram maiores alterações em relação aos 

tratados. Além disso, foi observada correlação entre a queda na inflamação e o parasitismo do 

tecido cardíaco nos animais submetidos ao tratamento, reforçando a importância do parasita 

no desenvolvimento da cardiomiopatia chagásica. Neste contexto, é importante ressaltar, que 

os eventos imunológicos desencadeados pela presença do parasita são múltiplos e incluem 

diversos processos efetores e reguladores que resultam em um balanço entre resistência e 

patogênese.  
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O efeito do tratamento etiológico da doença de Chagas na resposta imune tem sido 

investigado em estudos nos quais células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram 

incubadas na presença de antígenos do T. cruzi. Os dados demonstram maior produção de 

IFN-γ pelas CMSP no grupo de pacientes curados quando comparado com o grupo de 

pacientes não curados (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998), mas os autores não podem 

determinar se os altos níveis de IFN-γ produzidos pelas CMSP dos pacientes curados é a 

causa ou a conseqüência da eliminação do parasita. Entretanto, evidências levam a especular 

que os elevados níveis de IFN-γ atuam de forma sinergética com o quimioterápico durante o 

tratamento. Vale ainda ressaltar que, apesar dos elevados níveis de IFN-γ estarem associados 

com cura, eles também estão relacionados com as formas clínicas mais graves da doença 

(GOMES et al., 2003). Diante dessas incertezas, é necessário que se realizem estudos mais 

detalhados que estabeleçam os efeitos da terapêutica específica no sistema imune e na 

evolução da doença de Chagas. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo Geral 

Com o intuito de contribuir para um maior entendimento do efeito do tratamento 

específico durante a infecção crônica recente pelo T. cruzi e oferecer suporte para estudos 

futuros no campo da pesquisa sobre o tratamento etiológico com benzonidazol na doença de 

Chagas, este trabalho teve como objetivo geral: 

 
“Avaliar o perfil fenotípico e o padrão de citocinas leucocitárias de células do sangue 

periférico de crianças portadoras da forma crônica indeterminada recente da doença de 

Chagas antes e após o tratamento com benzonidazol”. 

 

 
2.2. Objetivo Específico 

2.2.1. Estudar de forma descritivo-analítica o perfil imunofenotípico dos leucócitos do sangue 

periférico de indivíduos portadores da forma crônica indeterminada recente da doença de 

Chagas antes e após o tratamento com benzonidazol, através dos seguintes parâmetros: 

a) Distribuição das populações e subpopulações linfocitárias; 

b) Distribuição percentual de células T reguladoras (CD4+CD25HIGH) e de monócitos pró-

inflamatórios (CD14+CD16+HLA-DR++); 

c) Distribuição percentual das populações e subpopulações de linfócitos T expressando 

moléculas de ativação e de adesão celular; 

 

2.2.2. Avaliar o padrão de citocinas (IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-4 e IL-10) produzidas in vitro, 

por leucócitos do sangue periférico de indivíduos portadores da forma crônica indeterminada 

recente da doença de Chagas antes e após o tratamento etiológico com benzonidazol; 

  



 

 

24 
 

 
 

2.2.3. Correlacionar os marcadores de ativação celular com o perfil de citocinas 

citoplasmáticas de leucócitos do sangue periférico de indivíduos portadores da forma crônica 

indeterminada recente da doença de Chagas, antes e após o tratamento com benzonidazol.  
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3. PACIENTES, MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Pacientes 

Em 2003, realizou-se inquérito sorológico para doença de Chagas envolvendo crianças 

em idade escolar residentes nas cidades de Berilo e José Gonçalves de Minas, estado de 

Minas Gerais, empregando a técnica de ELISA a partir de eluato de sangue colhido em papel 

de filtro. Foram identificadas 38 crianças com resultados reativos. Posteriormente, esses 

resultados foram confirmados por ensaios de ELISA convencional, ELISA recombinante 

(Biomanguinhos/FIOCRUZ), imunofluorescência indireta (IFI) e hemaglutinação indireta 

(HAI) em soro de sangue periférico, considerando o critério da Organização Mundial da 

Saúde e do Ministério da Saúde do Brasil, que recomenda a positividade em pelo menos dois 

testes sorológicos de princípios diferentes, para o estabelecimento do diagnóstico da doença 

de Chagas. Dos 38 casos avaliados, apenas seis foram confirmados, sendo quatro do sexo 

masculino e dois do sexo feminino com idades entre 9 e 14 anos. Exames clínicos e físicos 

revelaram que as crianças eram assintomáticas com eletrocardiogramas e radiografias de tórax 

normais (Tabela 1). As crianças infectadas foram assim classificadas como portadoras da 

forma crônica indeterminada recente da doença de Chagas (“Early INDeterminate chronic 

phase” – E-IND). 

Sete crianças da mesma área, assintomáticas e sem sinais de outra enfermidade, foram 

submetidas a testes sorológicos que confirmaram a ausência de infecção pelo T. cruzi, 

constituindo assim o grupo não infectado pelo T. cruzi (“Non-Infected” – NI). 

Todos os procedimentos, incluindo os estudos eletrocardiográficos, radiológicos e a 

assistência médico-laboratorial dada aos pacientes, bem como o tratamento das crianças 

infectadas com benzonidazol (8mg/kg/peso por dia, durante 60 dias consecutivos) estiveram 

sob a responsabilidade da Dra. Marta de Lana e do Dr. João Carlos Pinto Dias. Acrescenta-se 

que todas as crianças realizaram exame parasitológico de fezes e, naquelas com parasitose 

intestinal, o tratamento específico foi instituído pelo menos 60 dias antes do estudo. 
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Para o estudo longitudinal, foram feitas duas coletas (antes e após um ano do término 

do tratamento) de amostras de 15 mL de sangue periférico coletadas em tubos Vacutainer®, 

contendo EDTA ou heparina sódica como anticoagulantes.  

Após a coleta, as amostras de sangue foram encaminhadas para o Laboratório de 

Doença de Chagas do Centro de Pesquisa René Rachou, onde foi realizada análise fenotípica 

e avaliação do padrão de produção de citocinas intracitoplasmáticas dos leucócitos por 

citometria de fluxo. 

Este estudo cumpriu as disposições da resolução 196/96, do Conselho Nacional de 

Saúde, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, tendo sido aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz – FIOCUZ (Protocolo 11/2004 – 

Anexo). Os pais ou responsáveis da crianças foram esclarecidos quanto ao estudo e, aqueles 

que concordaram em participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

para Pacientes Voluntários (Anexo). A Figura 2 mostra de forma esquemática o desenho do 

estudo. 

 

Tabela 1: Características demográficas e clínico laboratoriais das seis crianças soropositivas.  

Municípios 
                Dados 

Berilo José Gonçalves de Minas 

No de Registro #52 #1172 #1313 #701 #477 #499 

Idade 9 12 13 11 13 14 

Sexo M M F M M F 

Avaliação Clínica e Física Normal Normal Normal Normal Normal Normal 

Exame de Raio-X de tórax Normal Normal Normal Normal Normal Normal 

Ecocardiograma Normal Normal Normal Alterado Normal Normal 

Hemocultivo Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva ___ 
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População de Estudo       

Crianças
(Berilo e José Gonçalves de Minas – MG) 

(Avaliação Sorológica) 
– +

NI
Crianças                     

Não Infectadas 

E-INDT
Crianças Tratadas com Bz

Tratamento com Bz
(8mg/kg/peso/dia)

Forma crônica     
Indeterminada Recente
“Early-INDeterminate”

E-IND

Avaliação Imunológica
Análise das populações celulares e do padrão de citocinas

1 ano
após o Tratamento

 

Figura 2: Desenho do estudo  
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3.2. Obtenção de extrato antigênico das formas epimastigotas do T. cruzi (EPI) 

 As formas epimastigotas do T. cruzi da cepa Y, criopreservadas em nitrogênio líquido 

no criobanco do laboratório de Doença de Chagas do Centro de Pesquisa René Rachou – 

CPqRR, Belo Horizonte/MG, foram descongeladas e cultivadas em frasco de cultura contendo 

50 mL de meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose), por 7 dias, em estufa B.O.D. 

(modelo 347) a temperatura de 28 ± 1ºC. Após atingirem a fase estacionária de crescimento, a 

suspensão de formas epimastigotas foi submetida ao teste de viabilidade pela técnica de 

coloração pelo “trypan blue”. Após constatação da viabilidade celular e da ausência de 

agentes contaminantes, as formas epimastigotas foram recuperadas por centrifugação a 

800×g, durante 10 minutos a 4ºC e submetidas a duas lavagens com tampão fosfato salino – 

PBS 0,015M, pH 7,4. Em seguida, os parasitas foram ressuspensos para 108 células/mL. Para 

obtenção do antígeno solúvel, os parasitas foram então submetidos a três processos de 

congelamento (-70ºC por 2 minutos) e descongelamento (37ºC por 10 minutos), intercalados 

com processos de sonicação de 30 segundos, utilizando-se um homogeneizador de tecido com 

pistão de teflon (Wirtis, DT). Posteriormente, o lisado de parasitas foi centrifugado a 

37.000×g, durante 90 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e dialisado em PBS, durante 

72 horas a 4ºC e, em seguida, esterilizado por filtração em membrana de 0,22µm (Filter milex 

HA, E.U.A). A quantificação do conteúdo protéico resultante da preparação do antígeno 

solúvel da forma epimastigota do T. cruzi foi determinada pelo método de LOWRY et al. 

(1951). A preparação antigênica foi conservada a -70ºC em alíquotas de 250µg/mL, para uso 

posterior nos ensaios de avaliação do perfil de produção de citocinas após estimulação curta 

antígeno-específica in vitro. 

 



 

 

30 
 

 
 

3.3. Análise do fenótipo celular dos leucócitos do sangue periférico 

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucócitos do sangue periférico foram feitos 

segundo protocolo proposto pelo fabricante, modificado conforme descrito a seguir. 

Em tubos de poliestireno 12x75mm, foram adicionados 5µL do anticorpo monoclonal 

específico para o marcador de superfície celular de interesse marcado com fluorocromo 

(Tabela 2). Combinações específicas de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos 

distintos foram utilizadas para a análise simultânea de marcadores de superfície celular 

necessários para a caracterização de subpopulações celulares de interesse. Para cada 

combinação de anticorpos monoclonais, foram adicionadas alíquotas de 50µL de sangue 

periférico total coletado em EDTA. Após homogeneização em vórtex, as preparações foram 

incubadas por 30 minutos, à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após o período de 

incubação, as amostras foram submetidas à lise dos eritrócitos, utilizando 2ml de solução de 

lise comercial (FACS® Lysing Solution – Becton Dickinson) diluída 10 vezes em água 

destilada. Após nova homogeneização em vórtex, as preparações foram incubadas por 10 

minutos a temperatura ambiente e então submetidas à centrifugação (400×g, 10 minutos a 

18°C). O sobrenadante foi descartado e os leucócitos lavados com 2mL de PBS (0,015M pH 

7,4), empregando-se as mesmas condições de centrifugação anteriormente citadas. Numa 

etapa final, os leucócitos foram fixados com 200µL de solução fixadora (10g/L de 

paraformaldeído, 1 % de cacodilato de sódio, 6,67g/L de cloreto de sódio, pH 7,2). Após um 

período de pelo menos 15 minutos a 4°C, os parâmetros fenotípicos e morfométricos das 

células presentes em cada tubo foram determinados no citômetro de fluxo (FACScalibur® – 

Becton Dickinson). O programa CELLQuest® foi utilizado para a aquisição de dados e para a 

análise dos resultados empregando diferentes estratégias.  

 



 

 

31 
 

 
 

3.4. Avaliação do padrão de produção de citocinas citoplasmáticas após estimulação 

celular in vitro induzida por antígenos solúveis da forma epimastigota (EPI) do T. cruzi 

A metodologia proposta foi adaptada segundo protocolos originais descritos por 

PICKER et al. (1995), CARROCK-SEWELL et al. (1997) e SUNI et al. (1998). 

Para a identificação das citocinas intracitoplasmáticas, alíquotas de 500µL de sangue 

periférico, coletado a vácuo em tubos de 10mL contendo heparina sódica, foram adicionadas a 

2 tubos de polipropileno de 14mL (Falcon 2059), correspondentes às culturas controle e 

estimulada com antígeno solúvel das formas epimastigotas do T. cruzi (EPI). 

A cultura controle recebeu 500µL de meio de cultura RPMI 1640 (GIBICO – Grand 

Island, NY) e 10µL de Brefeldina A-BFA (Sigma), numa concentração de 10 µg/mL e foram 

incubadas por 4 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37
oC. Utiliza-se a BFA para inibir a 

secreção da citocina, mantendo-a no interior do complexo de Golgi.  

A cultura estimulada com antígeno solúvel foi previamente incubada, por 1 hora em 

estufa contendo 5% de CO2 a 37
oC, na presença de 100µL de EPI numa concentração final de 

25µg/mL. Em seguida foram adicionados 10µL de BFA, numa concentração de 10 µg/mL e a 

cultura re-incubada por 4 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37
oC. 

Ao término da incubação, as culturas foram tratadas com 110µl EDTA (Sigma), numa 

concentração final de 2mM, e incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente. Este 

procedimento bloqueia o processo de ativação posterior das células e garante a obtenção de 

resultados padronizados. Posteriormente ao tratamento com EDTA, as células foram lavadas 

duas vezes com 6mL de tampão de lavagem – PBS-W (0,015M de PBS 1X, 0,5% albumina 

sérica bovina – BSA e 0,1% de azida sódica), por centrifugação a 600×g durante 7 minutos a 

18ºC. Após a última lavagem, a células foram ressuspendidas em 1,5mL de PBS-W. Após 

homogeneizar bem a suspensão celular, procedeu-se à identificação das populações celulares 

através da marcação de moléculas de superfície específicas. Para tanto, 400µL da suspensão 
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celular foram adicionados em 2 tubos contendo 3µL de anticorpo monoclonal de camundongo 

anti-CD4 TC ou anti-CD8 TC; ou 200µL em 3 tubos contendo 3µL de anticorpo monoclonal 

de camundongo anti-CD14 TC, 9µL de anti-CD16 TC ou anti-CD19 TC (Tabela 3). As 

amostras foram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a 

etapa da identificação das populações celulares, procedeu-se à lise dos eritrócitos e à fixação 

dos leucócitos pelo tratamento com 2mL de solução de lise por 20 minutos à temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Após a fixação, a suspensão de leucócitos foi centrifugada a 

600×g durante 7 minutos a 18ºC, o sobrenadante descartado e as células permeabilizadas com 

2mL de solução permeabilizante – PBS-P (PBS-W e 0,5% de saponina – Sigma), por 10 

minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após a permeabilização, as suspensões de 

leucócitos foram centrifugadas a 600×g durante 7 minutos, o sobrenadante descartado e as 

células lavadas com 3mL de PBS-W. As células foram ressuspendidas em dois volumes de 

PBS-W: 200µL, para os tubos contendo anti-CD4 TC e anti-CD8 TC e 100µL para os tubo 

contendo anti-CD14 TC, anti-CD16 TC e anti-CD19 TC. Após a ressuspensão das células, 

procedeu-se à marcação das citocinas intracitoplasmáticas em placas de 96 poços e fundo em 

“U” (Thomas 9383-A90). Para isso, alíquotas de 30µL das suspensões celulares foram 

incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz na presença de 20µL da 

suspensão de anticorpos anti-citocinas humanas, conjugados com o fluorocromo PE (anti-IL-

12, anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-IL-4 e anti-IL-10 – Tabela 4) e previamente diluídos a 1:100 

em PBS-P estéril. Após a incubação, as células foram lavadas com 150µl de PBS-P e, em 

seguida, com 200µl de PBS-W. As preparações celulares foram então fixadas em 200µl de 

solução fixadora e estocadas a 4ºC ao abrigo da luz até a sua leitura no citômetro de fluxo 

dentro de 24 horas. 
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Tabela 2: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para análise de 

populações, subpopulações celulares e moléculas de superfície. 

Anticorpos Fluorocromo Clone Fenótipo Alvo no Estudo 

Anti-CD3 FITC ou PE UCHT1 Linfócitos T 

Anti-CD4 FITC, PE ou TC RPA-T4 Linfócitos T auxiliares 

Anti-CD5 FITC L17F12 Linfócitos B1 

Anti-CD8 FITC ou TC RPA-T8 Linfócitos T citotóxicos 

Anti-CD14 TC TüK4 Monócitos 

Anti-CD16 FITC ou TC 3G8 Células NK, “Macrófagos-like” 

Anti-CD18 FITC YF118.3 Linfócito T ativado 

Anti-CD19 PE ou TC 4G7, SJ25-C1 Linfócitos B 

Anti-CD23 PE M-L233 Subpopulações de Linfócito B 

Anti-CD25 PE 3G10 Célula T reguladora 

Anti-CD28 FITC 15E8 Linfócito T ativado 

Anti-CD38 PE AT13/5 Linfócito T ativado 

Anti-CD54 PE 15.2 Linfócito T ativado 

Anti-CD56 PE B159 Células NK 

Anti-CD62L FITC DREG-56 Linfócito T ativado 

Anti-HLA-DR PE Tü36 LT ativados e Monóc. pró-inflamatórios 
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Tabela 3: Anticorpos monoclonais utilizados para identificação das subpopulações 

leucocitárias na metodologia de citocinas citoplasmáticas  

Anticorpos Fluorocromo Fabricante Clone Fenótipo Alvo no Estudo 

Anti-CD4  TC Caltag RPA-T4 Linfócitos T auxiliares 

Anti-CD8  TC Caltag RPA-T8 Linfócitos T citotóxicos 

Anti-CD14  TC Caltag TüK4 Monócitos 

Anti-CD16  TC Caltag 3G8 Células NK 

Anti-CD19  TC Caltag SJ25-C1 Linfócitos B 

 

Tabela 4: Anticorpos monoclonais utilizados para identificação de citocinas intracelulares em 

subpopulações leucocitárias.  

Anticorpos Fabricante Clone Concentração 

Anti-TNF-α PE Pharmingen MAB11 0,25µg/mL 

Anti-IL-12p40/p70 PE Pharmingen C11.5.14 0,25µg/mL 

Anti-IFN-γ PE Pharmingen B27 0,25µg/mL 

Anti-IL-4 PE Pharmingen MP4-25D2 0,25µg/mL 

Anti-IL-10 PE Pharmingen JES3-9D7 0,25µg/mL 

 

3.5. Estratégias de análises dos resultados 

Os dados obtidos foram analisados utilizando diferentes estratégias, dependendo do 

fenótipo celular a ser analisado: análise convencional (SATHLER-AVELAR, 2003), análise 

de células NK (GADDY et al., 1997), análise de células NKT (DOHERTY et al., 1999), 

análise de monócitos pró-inflamatórios (BELGE et al., 2002), análise de células T reguladoras 

(BAECHER-ALLAN et al., 2001), análise combinada “gated” (SATHLER-AVELAR, 2003) 

e análise semiquantitativa (MARTINS-FILHO, 2000). 
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3.5.1. Análise convencional 

A análise convencional foi realizada segundo estratégia proposta por Sathler-Avelar 

(2003). A Figura 3 ilustra a seqüência de passos para a análise convencional. Esse tipo de 

análise consistiu na seleção da população celular de interesse em gráficos de distribuição 

pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 3A). Após a seleção da região 

de interesse (R1), a freqüência de subpopulações celulares fluorescentes, dentro de R1, foi 

obtida em gráficos bidimensionais de distribuição pontual de fluorescência, incluindo as 

modalidades FL1 versus FL2, FL2 versus FL3 ou FL1 versus FL3 (Figura 3B). 
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Figura 3: Análise convencional para a quantificação dos percentuais de populações celulares por 

citometria de fluxo. (A) Gráfico de distribuição pontual FSC versus SSC utilizado para a seleção da 

população de linfócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual FL1 versus FL2 utilizado para 

quantificar o percentual das populações celulares específicas em R1. 

 

3.5.2. Análise de células NK 

A análise de subpopulações de células CD3-CD16+ foi realizada segundo protocolo 

proposto por Gaddy et al. (1997). A Figura 4 ilustra a seqüência de procedimentos para a 

análise das subpopulações de células pré-NK (CD3-CD16+CD56-), NK maduras (CD3-

CD16+CD56+) e NK ativadas (CD3-CD16-CD56+). Esse tipo de análise consistiu na seleção 

da população celular de interesse em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) 

versus granulosidade (SSC) (Figura 4A). Após a escolha da região de interesse (R1), foram 

construídos gráficos de FL1/CD3 versus FL3/CD16, onde uma nova região R2 foi 
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determinada para a população CD3-CD16+ (Figura 4B). Posteriormente, gráficos de FL1/CD3 

versus FL2/CD56 foram empregados, onde uma nova região (R3) foi determinada para a 

população CD3-CD56+ (Figura 4C). Em seguida, após a combinação das regiões R1, R2 e R3 

através das fórmulas “G2=R2+R3 e G3=R1 “and” G2” onde “+” representa o somatório de 

células confinadas nas regiões R1 e R2 e “and” designa a interseção dos eventos presentes 

simultaneamente em G2 e R1. Posteriormente gráficos de FL3/CD16 versus FL2/CD56, 

contendo as células em G3, foram utilizados para quantificar os percentuais das populações 

CD3-CD16+CD56-, CD3-CD16+CD56+ e CD3-CD16-CD56+ (Figura 4D).  
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Figura 4: Análises dos percentuais das subpopulações de células NK: pré-NK (CD3-CD16+CD56-) e 

NK madura (CD3-CD16+CD56+) por citometria de fluxo. (A) Gráfico de distribuição pontual FSC 

versus SSC utilizado para a seleção da população de linfócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição 

pontual FL1/CD3 versus FL3/CD16 para selecionar a população celular CD3-CD16+ (R2). (C) Gráfico 

de distribuição pontual FL1/CD3 versus FL2/CD56 para selecionar a população celular CD3-CD56+ 

(R3). (D) Gráfico de FL3/CD16 versus FL2/CD56 contendo as células em “G3=R1 “and” G2(R2+R3) 

para quantificar os percentuais das subpopulações de células NK. 
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3.5.3. Análise de célula NKT 

A análise de células NKT foi feita segundo protocolo proposto por Doherty et al. 

(1999). A Figura 5 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise de células NKT 

(CD3+CD16-/+CD56-/+). Após a seleção da região de interesse (R1), em gráficos de 

distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 5A), foram 

construídos gráficos de FL1/CD3 versus FL3/CD16, onde a região (R2) foi delimitada 

selecionando a população CD3+CD16-/+ (Figura 5B). O próximo passo consistiu na 

combinação das regiões R1 e R2 através da fórmula “G2=R1 and R2”, onde “and” designa a 

interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. Em seguida, gráficos de 

FL3/CD16 versus FL2/CD56, contendo as células confinadas em G2, foram utilizadas para 

quantificar o percentual das subpopulações de células NKT (Figura 5C): NKT1 

(CD3+CD16+CD56-), NKT2 (CD3+CD16-CD56+) e NKT3 (CD3+CD16+CD56+).  
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Figura 5: Análises do percentual das subpopulações de células NKT por citometria de fluxo. (A) 

Gráfico de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) utilizado para a seleção 

da população de interesse, nesse caso linfócitos pequenos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual 

FL1/CD3 versus FL3/CD16 (R2) utilizado para selecionar a população celular CD3+ - R2. (C) Gráfico 

de FL3/CD16 versus FL2/CD56, contendo as células confinadas em “G2=R1 and R2”, para 

quantificar o percentual das subpopulações de células NKT (CD3+CD16-/+CD56-/+). 

 

3.5.4. Análise de monócitos pró-inflamatórios 

A análise de monócitos pró-inflamatórios (CD14+CD16+HLA-DR++) foi feita segundo 

protocolo proposto por Belge et al. (2002). A Figura 6 ilustra a seqüência de procedimentos 
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para a análise das subpopulações de monócitos pró-inflamatórios. Após a seleção da região de 

interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos, e imunofenotípicos, determinadas através 

de gráficos de distribuição pontual de FL3/CD14 versus granulosidade (SSC) (Figura 6A), 

foram construídos gráficos de FL3/CD14 versus FL1/CD16, onde uma região (R2) foi 

determinada para a seleção da população CD14+CD16+ (Figura 6B). O próximo passo 

consistiu na combinação das regiões R1 e R2 através da fórmula “G2=R1 and R2”, onde 

“and” designa a interseção dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2. Em seguida, 

gráficos de FL3/CD14 versus FL2/HLA-DR, contendo as células em G2, foram utilizados 

para quantificar o percentual de células CD14+CD16+HLA-DR++ (Figura 6C). 
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Figura 6: Análises dos percentuais de monócitos pró-inflamatórios (CD14+CD16+HLA-DR++) por 

citometria de fluxo. (A) Gráfico de distribuição pontual FL3/CD14 versus granulosidade (SSC) 

utilizado para a seleção da população de monócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual 

FL3/CD14 versus FL1/CD16 (R2) para selecionar a população CD14+CD16+ - R2. (C) Gráfico 

FL3/CD14 versus FL2/HLA-DR, contendo as células em “G2=R1and R2”, para quantificar o 

percentual de monócitos pró-inflamatórios.  

 

3.5.5. Análise de células T reguladoras 

A análise de células T reguladoras foi realizada segundo protocolo proposto por 

Baecher-Allan et al. (2001). A Figura 7 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise de 

células T reguladoras com fenótipo CD4+CD25HIGH. Após a seleção da região de interesse 

(R1), em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) 

(Figura 7A), foram construídos gráficos de FL1/CD4 versus FL2/CD25, permitindo 
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identificar a segregação da população CD4+ em 3 subpopulações: CD4+CD25- (R2), 

CD4+CD25LOW (R3) e CD4+CD25HIGH (R4). A fração celular em R4 representa o valor 

percentual de células T reguladoras na população de linfócitos totais (Figura 7B). 
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Figura 7: Análises dos percentuais de células T reguladoras (CD4+CD25HIGH) por citometria de fluxo. 

(A) Gráfico de distribuição pontual FSC versus SSC para a seleção de linfócitos–R1. (B) Gráfico de 

distribuição pontual FL1/CD4 versus FL2/CD25 para quantificar o percentual de células T 

reguladoras.  

 

3.5.6. Análise combinada “gated” 

A análise combinada “gated” foi realizada segundo protocolo proposto por Sathler-

Avelar et al. (2003). A Figura 8 ilustra a seqüência de procedimentos para a análise de 

subpopulações de células T ativadas (CD4+HLA-DR+/CD4+ e CD8+HLA-DR+/CD8+) e 

subpopulações de linfócitos B (CD19+CD5+/CD19+ e CD19+CD23+/CD19+). Após a seleção 

da região de interesse (R1), em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (Figura 8A), foi estabelecida uma nova região de interesse (R2), 

selecionada como subpopulação celular dentro de R1, empregando histogramas 

unidimensionais de fluorescência (Figura 8B). O próximo passo consistiu na combinação das 

duas regiões selecionadas (R1 “and” R2). O resultado final do percentual da subpopulação 

celular fluorescente foi identificado em histograma unidimensional de fluorescência – M1 

(Figura 8C). 
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Figura 8: Seqüência de procedimentos utilizados para a análise do percentual da subpopulação de 

linfócito T ativado (CD4+HLA-DR+/CD4+) por citometria de fluxo. (A) Gráfico de distribuição 

pontual FSC versus SSC utilizado para a seleção da população de interesse, nesse caso linfócitos 

pequenos – R1. (B) Histograma unidimensional de fluorescência FL1/CD4 utilizado para seleção da 

população de interesse – R2. (C) Após a combinação das duas regiões selecionadas (R1 “and” R2), 

garantindo a presença simultânea da população de interesse nas duas regiões selecionadas, o 

percentual da subpopulação celular foi identificado em histograma unidimensional de fluorescência – 

M1.  

 

3.5.7. Análise da produção de citocinas por linfócitos  

A análise da produção de citocinas pelas células NK, linfócitos T e B foi feita através 

da análise convencional. Em gráficos de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) foi estabelecida a população celular de interesse (R1) (Figura 9A), no 

caso linfócitos. Após a seleção da região de interesse, a freqüência de subpopulações celulares 

produtoras de citocinas, dentro de R1, foi obtida em gráficos bidimensionais de distribuição 

pontual de fluorescência FL3 versus FL2 (Figura 9B). 
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Figura 9: Análise da produção de citocinas citoplasmáticas por células NK, linfócitos T e B. (A) 

Gráfico de distribuição pontual FSC versus SSC utilizado para a seleção da população de linfócitos – 

R1. (B) Gráfico de distribuição pontual FL3 versus FL2 utilizado para quantificar o percentual de 

células produtoras de citocinas em R1. 

 

3.5.8. Análise da produção de citocinas por Monócitos  

A análise da produção de citocinas por monócitos foi feita a partir da construção de 

gráficos de fluorescência FL3/anti-CD14 TC versus granulosidade (SSC) e, os monócitos 

discriminados como células SSClowCD14high (Figura 10A). Já a análise da expressão de 

citocinas por estas células foi determinada em gráficos bidimensionais de distribuição pontual 

de fluorescência FL3/anti-CD14 TC versus FL2/anti-citocinas (Figura 10B). 

                    A                                                       B 

G
ra
nu

lo
si
da
de

FL3/CD14

R1

           

F
L
2/
T
N
F
-α

FL3/CD14
 

Figura 10: Análise da produção de citocinas citoplasmáticas por monócitos (A). Gráfico de 

distribuição pontual FL3/anti-CD14 TC versus SSC utilizado para a seleção da população de 

monócitos – R1. (B) Gráfico de distribuição pontual FL3 versus FL2 utilizado para quantificar o 

percentual de células produtoras de citocinas em R1. 
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3.6. Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram feitas primeiramente pelo programa Minitab (versão 

13.20) para testar as três hipóteses: independência, normalidade e variância dos grupos de 

dados. Os dados que apresentaram como verdadeiras as três hipóteses foram considerados 

paramétricos, sendo empregados testes t não pareado ou pareado, usando o programa 

estatístico Prisma (versão 3.0). As demais amostras foram consideradas não paramétricas e os 

testes empregados foram Mann-Whitney para dados pareados ou Wilcoxon para os não 

pareados. As diferenças foram consideradas significativas quando o p<0,05.  
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4. RESULTADOS 
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4.1. Análise do perfil fenotípico leucocitário de crianças portadoras da forma crônica 

indeterminada recente da doença de Chagas antes e após tratamento com benzonidazol  

 
4.1.1. Distribuição das populações leucocítárias  

a) Distribuição percentual das populações de linfócitos T, B e células NK 

Para avaliar o percentual de linfócitos T, B e células NK na população de 

linfócitos totais circulantes de crianças com a forma crônica indeterminada recente da doença 

de Chagas, antes e após o tratamento etiológico com benzonidazol e de crianças não 

infectadas, foram realizados ensaios de dupla marcação e utilizada a estratégia de análise 

convencional, como descrito em Material e Métodos.  

Os resultados do percentual de linfócitos T (CD3+) na população de linfócitos 

totais circulantes estão representados na Figura 11A. A análise dos dados mostrou que o 

grupo E-IND apresenta percentual de células T significativamente menor (p<0,05) em relação 

ao grupo NI (NI = 76,5±6,5%; E-IND = 67,1±7,5%). Nossos dados demonstram ainda queda 

significativa no percentual de células T no grupo E-INDT em relação aos grupos E-IND e NI 

(E-INDT = 56,2±7,2%). 

Na Figura 11B estão representados os resultados do percentual de linfócitos B 

(CD19+) na população de linfócitos totais circulantes. A análise dos resultados mostrou que o 

grupo E-INDT apresenta percentual de linfócitos B CD19
+ significativamente maior (p<0,05) 

em relação ao grupo NI. A análise entre os grupos de indivíduos infectados antes e após o 

tratamento com Bz não mostrou diferença significativa (NI = 13,1±3,5%; E-IND = 

15,8±3,1%; E-INDT = 20,5±7,5%).  

A Figura 11C mostra o resultado do percentual de células NK totais (CD3-CD16-

/+CD56-/+) na população de linfócitos totais circulantes. A análise dos resultados revelou que 

apenas o grupo E-INDT apresenta valor percentual de células NK totais significativamente 
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maior (p<0,05) em relação aos grupos NI e E-IND (NI = 7,8±1,6%; E-IND = 11,1±7,4%; E-

INDT = 22,9±10,6%).  
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Figura 11: Análise das células T (A), B (B) e NK (C) do sangue periférico de crianças infectadas, 

antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT ); e de indivíduos não 

infectados (NI ). As populações celulares foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais 

anti-CD3/FITC (linfócitos T), anti-CD19/TC (linfócitos B) e anti-CD16/TC e ou anti-CD56/PE 

(células NK), como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão 

dos valores individuais e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças 

significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e 

E-IND, respectivamente. 
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b) Distribuição percentual das subpopulações de linfócitos T 

Para avaliar o efeito do tratamento no percentual das subpopulações de linfócitos 

T do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e estratégia convencional 

para identificar os linfócitos T auxiliares (CD3+CD4+) e T citotóxicos (CD3+CD8+).  

A Figura 12 mostra os resultados do percentual de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

na população de linfócitos totais do sangue periférico de crianças infectadas e não infectadas. 

A análise dos resultados não demonstrou nenhuma diferença significativa (p>0,05) na 

população de linfócitos T CD4+ (NI = 43,6±5,9%; E-IND = 40,8±8,0%; E-INDT = 

36,6±6,2%) (Figura 12A). A análise do percentual dos linfócitos T CD8+ revelou percentual 

significativamente menor (p<0,05) nas crianças infectadas antes e após o tratamento com Bz 

quando comparada com a das crianças não infectadas. (NI = 30,8±7,7%; E-IND = 22,9±3,4%; 

E-INDT = 18,7±5,5%). A análise entre os grupos de crianças infectadas não revelou diferença 

significativa na freqüência de linfócitos T CD8+ no grupo E-INDT em relação ao grupo E-IND 

(Figura 12B).               
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Figura 12: Análise do percentual de células T CD4+ (A) e T CD8+ (B) do sangue periférico de 

crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT ); e de 

indivíduos não infectados (NI ). As populações celulares foram identificadas utilizando anticorpos 

monoclonais anti-CD4/FITC (linfócitos T auxiliares) e anti-CD8/TC (linfócitos T citotóxicos), como 

descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão dos valores individuais 

e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. A diferença significativa (p<0,05) está 

representada pela letra “a” em comparação com o grupo NI. 
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Para avaliar a fração de subpopulações de células NKT (CD3+CD16-/+56-/+) 

dentro da população de linfócitos CD3+ do sangue periférico foram realizados ensaios de 

tripla marcação e utilizada a estratégia de análise para as células NKT, segundo proposto por 

Doherty et al. (1997), como descrito em Material e Métodos.  

A Figura 13A mostra os resultados da fração de células NKT1 

(CD3+CD16+CD56-) na população de linfócitos CD3+ do sangue periférico. A análise dos 

dados revelou um aumento no percentual de células NKT1 no grupo E-INDT quando 

comparado com o grupo E-IND. Nenhuma diferença foi encontrada entre o grupo de crianças 

infectadas, antes e após o tratamento, e o grupo de crianças não infectadas (NI = 2,4±0,9%; E-

IND = 1,0±1,2%; E-INDT = 2,9±2,1%).  

A Figura 13B mostra os resultados da fração de células NKT2 (CD3+CD16-

CD56+) na população de linfócitos CD3+ circulantes. A análise dos dados revelou redução 

estatisticamente significativa (p<0,05) do percentual de células NKT2 nas crianças infectadas 

antes e após o tratamento quando comparado com o das crianças não infectadas. (NI = 

16,1±13,7%; E-IND = 3,5±0,9%; E-INDT = 4,2±2,3%). A análise entre os grupos de crianças 

infectadas não revelou nenhuma diferença estatisticamente significativa. 

A Figura 13C mostra os resultados da fração de células NKT3 

(CD3+CD16+CD56+) na população de linfócitos CD3+ circulantes. A análise do percentual de 

células NKT3 mostrou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) apenas no grupo E-

IND em relação ao grupo E-INDT (NI = 1,2±0,9%; E-IND = 2,4±2,6%; E-INDT = 0,4±0,8%).  
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Figura 13: Percentual de células NKT1 (CD3+CD16+CD56-) (A), NKT2 (CD3+CD16-CD56+) (B) e 

NKT3 (CD3+CD16+CD56+) (C) em linfócitos CD3+ do sangue periférico de crianças infectadas, antes 

(E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT ); e de indivíduos não infectados 

(NI ). As populações celulares foram identificadas em ensaios de tripla marcação utilizando 

anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD56/PE e anti-CD16/TC, como descrito em Material e 

Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão dos valores individuais e mediana dos 

percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas 

letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e E-IND, respectivamente. 

 



 

 

49 
 

 
 

c) Distribuição percentual das subpopulações de linfócitos B 

As subpopulações de linfócitos B circulantes foram identificadas em ensaios de 

dupla marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD19/TC e anti-CD5/FITC, para 

identificar as células B convencionais (CD19+CD5-) e as células B1 (CD19+CD5+) na 

população de linfócitos totais. Para a análise das subpopulações celulares foi utilizada a 

estratégia combinada “gated”, como descrito em Material e Métodos. 

Os resultados do percentual de células B convencionais e linfócitos B1 na 

população de linfócitos totais circulantes estão representados na Figura 14A e 14B, 

respectivamente. A análise da fração de células B convencionais (NI = 8,2±3,6%; E-IND = 

12,9±4,0%; E-INDT = 15,4±6,4%) e linfócitos B1 (NI = 3,5±2,1%; E-IND = 2,6±4,2%; E-

INDT = 5,3±4,5%) revelou um aumento estatisticamente significativo no grupo E-INDT 

quando comparado com o grupo E-IND (Figura 15A e 14B).  
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Figura 14: Análise do percentual de subpopulações de linfócitos B na população de linfócitos totais 

do sangue periférico de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol 

(E-INDT ); e de indivíduos não infectados (NI ). As populações celulares foram identificadas 

em ensaios de dupla marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD19/TC e anti-CD5/FITC 

para identificar as células CD19+CD5- (A) e linfócitos B1 CD19+CD5+ (B) dentro da população de 

linfócitos totais, como descrito em Material e Métodos Os resultados estão expressos como dispersão 

dos valores individuais e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. A diferença significativa 

(p<0,05) está representada pela letra “b” em comparação com o grupo E-IND. 
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d) Distribuição percentual das subpopulações de linfócitos NK 

Para quantificar os percentuais das subpopulações de células NK (Pré-NK – 

CD3-CD16+CD56-, NK maduras – CD3-CD16+CD56+ e NK ativadas – CD3-CD16-CD56+) na 

população de células NK do sangue periférico foram realizados ensaios de tripla marcação e 

utilizada a estratégia de análise para as células NK, segundo proposto por Gaddy et al. (1997), 

como descrito em Material e Métodos. Os resultados da fração das células pré-NK, NK 

maduras e NK ativadas na população das células NK do sangue periférico estão representados 

na Figura 15.  

A análise do percentual das células Pré-NK revelou freqüência 

significativamente maior (p<0,05) nas crianças infectadas antes e após o tratamento com Bz 

quando comparada com a das crianças não infectadas (NI = 9,4±3,2%; E-IND = 20,4±16,2%; 

E-INDT = 38,1±13,9%). A análise no grupo de crianças infectadas, antes e após o tratamento 

com Bz, revelou aumento significativa na freqüência de células pré-NK no grupo E-INDT em 

relação ao grupo E-IND (Figura 15A). Entretanto, a análise do percentual de células NK 

maduras não revelou diferenças estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (NI = 

54,8±8,9%; E-IND = 49,1±14,2%; E-INDT = 49,8±15,7%) (Figura 15B). Com relação à 

fração de células NK ativadas, foi observada queda significativa (p<0,05) no grupo E-INDT 

em relação ao grupo E-IND e NI (NI = 30,8±8,7%; E-IND = 24,0±11,8%; E-INDT = 

9,2±3,1%) (Figura 15C).   
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Figura 15: Análise do percentual de células pré-NK (A), NK maduras (B) e NK ativadas (C) do 

sangue periférico de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-

INDT ); e de indivíduos não infectados (NI ). As populações celulares foram identificadas em 

ensaios de tripla marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3/FITC, anti-CD56/PE e anti-

CD16/TC, para identificar as células pré-NK (CD3-CD16+CD56-), NK maduras (CD3-CD16+CD56+) e 

NK ativadas (CD3-CD16-CD56+), dentro da população de células CD3-CD16-/+CD56-/+, como descrito 

em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão dos valores individuais e 

mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão 

representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e E-IND, respectivamente. 
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4.1.2. Estudo da freqüência de populações e subpopulações de linfócitos ativados 

a) Análise da freqüência de subpopulações leucocitárias CD69+ 

Para avaliar o percentual de células CD69+ nas subpopulações leucocitárias do 

sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e utilizada a estratégia de 

análise convencional, como descrito em Material e Métodos.  

Os percentuais de células NK CD16+CD69+, linfócitos B CD19+CD69+, 

linfócitos T CD3+CD69+ e suas subpopulações (CD4+CD69+ e CD8+CD69+) na população de 

linfócitos totais estão mostrados na Figura 16. A análise dos dados mostrou queda 

estatisticamente significativa (p<0,05), com exceção das células CD4+CD69+, no percentual 

de todas as células CD69+ avaliadas no grupo E-IND em relação ao grupo NI. A análise dos 

resultados, no grupo E-INDT, ao contrário do grupo E-IND, mostrou um aumento 

estatisticamente significativo no percentual de todas as populações celulares CD69+, aqui 

avaliadas, em relação aos grupos E-IND e NI. 

b) Análise da freqüência de linfócitos T HLA-DR+ 

Para avaliar o percentual de células ativadas (HLA-DR+) nas subpopulações de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e 

utilizada a estratégia de análise combinada “gated”, como descrito em Material e Métodos.  

Os percentuais de linfócitos T CD4+HLA-DR+ e T CD8+HLA-DR+ na população 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+, respectivamente, estão mostrados na Figura 17. A análise dos 

dados revelou que o grupo E-IND apresenta percentual de células T CD4+HLA-DR+ 

significativamente menor (p<0,05) em relação ao grupo NI. Entretanto, a análise entre os 

grupos de crianças infectadas revelou aumento significativo no percentual de células 

CD4+HLA-DR+ no grupo E-INDT em relação ao grupo E-IND (Figura 17A). Com relação ao 

percentual de linfócitos T CD8+HLA-DR+, foi observado um aumento significativo no grupo 

E-INDT em relação aos grupos E-IND e NI (Figura 17B). 
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Figura 16: Análise da expressão da molécula CD69 nas populações de linfócitos do sangue periférico 

de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT ); e de 

indivíduos não infectados (NI ). As populações celulares foram avaliadas empregando ensaios de 

dupla marcação como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão 

dos valores individuais e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças 

significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e 

E-IND, respectivamente. 
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Figura 17: Análise da expressão da molécula HLA-DR nas subpopulações de linfócitos T do sangue 

periférico de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT 

); e de indivíduos não infectados (NI ). As populações celulares foram avaliadas empregando 

ensaios de dupla marcação como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como 

dispersão dos valores individuais e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças 

significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e 

E-IND, respectivamente. 

 
c) Análise da expressão da molécula CD28 e CD38 em linfócitos T 

Para avaliar o percentual de linfócitos T CD4+ e CD8+ co-expressando os 

marcadores CD28 e CD38 no sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e 

utilizada a estratégia de análise combinada “gated”, como descrito em Material e Métodos.  

Os percentuais de linfócitos T CD4+CD28+ e T CD8+CD28+ na população de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+, respectivamente, estão mostrados na Tabela 5. A análise dos 

resultados não identificou diferença significativa no percentual de linfócitos T CD4+CD28+ 

entre os grupos avaliados. Entretanto, foi observado uma queda significativa no percentual de 

linfócitos T CD8+CD28+ no grupo E-INDT em relação ao grupo E-IND. Nenhuma diferença 

foi observada entre os grupos de crianças chagásicas e o de indivíduos não infectados. 

A análise da co-expressão da molécula CD38 nas subpopulações de linfócitos T 

revelou que o grupo E-IND apresenta redução estatisticamente significativa (p<0,05) na 

população de linfócitos T CD4+CD38+ em relação ao grupo NI. A análise da expressão da 



 

 

55 
 

 
 

molécula CD38 em linfócitos T CD8+ não demonstrou alterações significativas entre os 

grupos avaliados (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Análise das moléculas de co-ativação em subpopulações de linfócitos T 

Grupos 

Fenótipo Celular NI (n = 7) E-IND (n = 6) E-INDT (n = 6) 

CD4+CD28+/CD4+ 95,22±5,11 97,91±0,83 96,44±3,49 

CD8+CD28+/CD8+ 51,97±14,73 68,20±11,25 40,10±8,64 b 

CD4+CD38+/CD4+ 64,51±17,41 45,40±10,21 a 54,91±8,95 

CD8+CD38+/CD8+ 55,99±8,24 54,94±9,89 59,44±5,71 

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação 

com os grupos NI e E-IND, respectivamente. 

 
d) Análise da freqüência de linfócitos B ativados (CD19+CD23+) 

A subpopulação de linfócitos B ativados no sangue periférico foi identificada em 

ensaios de dupla marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD19/TC e anti-CD23/PE, 

para identificar as células CD19+CD23+ na população de linfócitos CD19+. Para a análise da 

subpopulação celular foi utilizada a estratégia combinada “gated”, como descrito em Material 

e Métodos. 

Os resultados do percentual de linfócitos B ativados (CD19+CD23+) estão 

representados na Figura 18. A análise dos dados mostrou que o grupo E-IND apresenta 

percentual de células B CD19+CD23+ significativamente maior (p<0,05) em relação ao grupo 

NI. Nossos dados demonstram ainda aumento significativo no percentual de células B 

ativadas no grupo E-INDT em relação aos grupos E-IND e NI. 
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Figura 18: Análise do percentual de linfócitos B ativados (CD19+CD23+) do sangue periférico de 

crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT ); e de 

indivíduos não infectados (NI ). A população celular foi identificada em ensaios de dupla 

marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD19/TC e anti-CD23/PE como descrito em 

Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão dos valores individuais e mediana 

dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas 

pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e E-IND, respectivamente. 

 
4.1.3. Análise da freqüência de subpopulações de linfócitos T co-expressando 

moléculas de adesão celular (CD62L, CD18 e CD54) 

Para avaliar o percentual de células CD62L+, CD18+ e CD54+ nas subpopulações de 

linfócitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e 

utilizada a estratégia de análise convencional, como descrito em Material e Métodos.  

A análise da fração de linfócitos T CD4+CD62L+ na população de linfócitos T CD4+ 

demonstrou queda significativa no grupo E-IND em comparação com o grupo NI (Tabela 6). 

Já, a análise da fração de linfócitos T CD8+CD62L+ na população de linfócitos T CD8+ 

mostrou redução estatisticamente significativa (p<0,05) no grupo E-INDT em relação aos 

grupos E-IND e NI (Tabela 6). Com relação ao percentual de linfócitos T CD4+CD18+ e T 

CD8+CD18+ na população de linfócitos T CD4+ e T CD8+, respectivamente, a análise dos 

dados não revelou diferenças significativas entre os grupos avaliados (Tabela 6). 
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A análise do percentual de linfócitos T CD4+CD54+/CD4+ não revelou diferenças 

significativas entre os grupos avaliados (Tabela 6). Entretanto, foi observado um aumento 

significativo na fração de linfócitos T CD8+CD54+/CD8+ no grupo E-IND (p<0,05) quando 

comparado com o grupo NI. Após o tratamento o percentual de linfócitos T 

CD8+CD54+/CD8+ (E-INDT) apresentou uma queda em relação às crianças não infectadas 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6: Análise dos marcadores relacionados com migração de células T 

Grupos 

Fenótipo Celular NI (n = 7) E-IND (n = 6) E-INDT (n = 6) 

CD4+CD62L+/CD4+ 83,18±10,34 64,06±7,36 a 69,20±7,93 

CD8+CD62L+/CD8+ 52,18±13,04 48,30±12,03 35,50±9,55 a,b 

CD4+CD18+/CD4+ 23,55±9,69 25,77±12,69 22,11±8,54 

CD8+CD18+/CD8+ 65,48±14,49 55,56±13,10 59,82±16,76 

CD4+CD54+/CD4+ 4,63±10,01 0,73±4,86 2,47±2,87 

CD8+CD54+/CD8+ 33,27±17,17 71,77±15,03 a 15,89±5,46 b 

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os 

grupos NI e E-IND, respectivamente. 

 

4.1.4. Análise da freqüência de células T reguladoras (CD4+CD25HIGH) em leucócitos 

do sangue periférico 

Para avaliar o percentual de células T reguladoras CD4+CD25HIGH na população de 

linfócitos totais do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcação e a 

estratégia de análise empregada foi a proposta por Baecher-Allan et al. (2001), como descrita 

em Material e Métodos. 
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Os resultados apresentados na Figura 19 mostram o valor percentual de linfócitos T 

CD4+CD25HIGH na população de linfócitos totais do sangue periférico de crianças na fase 

crônica recente da doença de Chagas, antes e após o tratamento etiológico com benzonidazol, 

e de crianças não infectadas. A análise dos dados mostrou que as crianças chagásicas, antes e 

após o tratamento, apresentam percentuais menores de células T reguladores em relação às 

crianças não infectadas. A análise dos dados entre os grupos E-IND e E-INDT não revelou 

diferença estatisticamente significativa (NI = 4,5±3,5%; E-IND = 1,8±0,7%; E-INDT = 

1,8±0,3%). 
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Figura 19: Análise do percentual de células T reguladoras CD4+CD25HIGH circulantes do sangue 

periférico de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o tratamento com benzonidazol (E-INDT 

); e de indivíduos não infectados (NI ).As populações celulares foram identificadas em ensaios 

de dupla marcação utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4/FITC e anti-CD25/PE, como descrito 

em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como dispersão dos valores individuais e 

mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão 

representadas pelas letras “a” em comparação com os grupos NI. 

 

4.1.5. Análise da freqüência de monócitos pró-inflamatórios em leucócitos do 

sangue periférico 

Para avaliar o percentual de monócitos pró-inflamatórios (CD14+CD16+HLA-DRHigh) 

na população de monócitos CD14+CD16+ do sangue periférico foram realizados ensaios de 

tripla marcação e utilizada a estratégia de análise proposta por Belge et al. (2002).  
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A figura 20A mostra os resultados dos percentuais de monócitos “macrófagos like” 

(CD14+CD16+) na população de monócitos do sangue periférico. A análise dos dados revelou 

uma quenda significatica no grupo E-IND em comparação com o grupo NI. Já o grupo E-

INDT apresentou um aumento em relação aos grupos NI e E-IND.  

A Figura 20B mostra os resultados dos percentuais de monócitos CD14+CD16+HLA-

DRHigh do sangue periférico de crianças na fase crônica recente da doença de Chagas, antes e 

após o tratamento etiológico com benzonidazol, e de crianças não infectadas. A análise dos 

resultados revelou aumento estatisticamente significativo (p<0,05) do percentual de 

monócitos pró-inflamatórios no grupo E-IND em relação ao grupo NI. A análise entre os 

grupos de crianças infectadas, antes e após o tratamento, revelou redução no percentual dos 

monócitos pró-inflamatórios após o tratamento com Bz (NI = 67,7±15,0%; E-IND = 

92,3±10,4%; E-INDT = 51,3±29,2%). Entretanto, análises adicionais revelaram aumento no 

percentual de monócitos CD14+HLA-DRHigh no grupo E-INDT em aos grupos E-IND e NI 

(Figura 20C). 
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Figura 20: Percentual de monócitos CD14+CD16+ (A), CD14+CD16+HLA-DRhigh (B) e CD14+HLA-

DRhigh (C) circulantes do sangue periférico de crianças infectadas, antes (E-IND ) e após o 

tratamento com Bz (E-INDT ); e de indivíduos não infectados (NI ). Os resultados estão 

expressos como dispersão dos valores individuais e mediana dos percentuais para cada grupo avaliado. 

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” em comparação com os 

grupos NI. 
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4.2. Análise do padrão de citocinas produzidas por leucócitos do sangue periférico de 

indivíduos portadores da forma crônica indeterminada recente da doença de Chagas 

antes e após o tratamento com benzonidazol  

 

Apesar dos vários estudos focalizando o papel da resposta imune durante os estágios 

iniciais da infecção chagásica em modelos experimentais, investigações neste campo, durante 

a fase crônica indeterminada recente em humanos, ainda são limitadas. Para avaliar o papel da 

resposta imune durante a fase crônica recente da doença de Chagas em humanos, antes e após 

o tratamento com Bz, determinamos in vitro o perfil de citocinas inflamatórias/anti-

inflamatórias citoplasmáticas em leucócitos circulantes. Esse tipo de abordagem permitiu 

identificar o padrão de citocinas produzidas, bem como, a fonte produtora das mesmas. Para 

tanto, foram realizadas primeiramente, culturas na presença de Brefeldina A e na ausência de 

estímulo exógeno, objetivando caracterizar o perfil de citocinas ex-vivo (Cultura Controle). 

Em paralelo foram realizadas culturas estimuladas com antígenos solúveis das formas 

epimastigotas do T. cruzi – EPI, com o intuito de verificar a influência de antígenos do 

parasita na indução da resposta imune (Cultura estimulada). 

É importante resaltar que os dados referentes à análise do padrão de citocinas produzidas 

por leucócitos do sangue periférico serão apresentados em valores absolutos, uma vez que 

estes resultados foram semelhantes aos dados percentuais. Para a obtenção dos valores 

absolutos foram utilizados os dados leucométricos (Anexo). 

  
4.2.1. Perfil citocinas produzidas pelas células da resposta imune inata 

a) Expressão de citocinas por monócitos 

Os resultados apresentados na Figura 21 mostram os valores absolutos de 

monócitos TNF-α+, IL-12+ e IL-10+ do sangue periférico. Nossos dados demonstram, na 

cultura controle, um aumento no número de monócitos IL-12+ no grupo E-IND quando 

comparado ao grupo NI. Entretanto, no grupo E-INDT o número de monócitos TNF-α+ e IL-
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12+ diminui quando comparado com os grupos NI e E-IND, respectivamente (Figura 21A). A 

análise dos dados, referentes à cultura estimulada com EPI, não revelou nenhuma diferença 

estatisticamente significativa no número de monócitos citocinas+ no grupo E-IND quando 

comparado com o grupo NI, apesar de se observar um aumento no número de monócitos 

TNF-α+. Entretanto, a análise dos dados revelou uma redução nos valores absolutos de 

monócitos TNF-α+ no grupo E-INDT em relação os demais grupos avaliados, na presença de 

EPI (Figura 21B). Além disso, o estimulo com EPI foi capaz de aumentar a produção de todas 

as citocinas avaliadas em monócitos do grupo E-INDT quando comparado com a cultura 

controle (Figura 21B). 
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Figura 21: Análise da expressão de citocinas por monócitos circulantes do sangue periférico de 

crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ); e de indivíduos não 

infectados (NI ), após cultura rápida com Brefeldina A, na ausência (A) ou presença de EPI (B), 

como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como mediana ± desvio padrão 

dos valores absolutos de monócitos TNF-α+, IL12+ e IL-10+ para cada grupo avaliado. As diferenças 

significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e 

E-IND, respectivamente. As diferenças estatísticas entre as culturas controle e estimulada, dentro do 

mesmo grupo, estão representadas pelo *. 
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b) Expressão de citocinas pelas células NK 

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram os valores absolutos de células 

NK IFN-α+, TNF-α+ e IL-4+ do sangue periférico. Nossos dados não demonstram, na cultura 

controle, alterações significativas no número absoluto de células NK expressando citocinas no 

grupo E-IND quando comparado ao grupo NI. Entretanto, no grupo E-INDT, a análise dos 

dados mostrou um aumento estatisticamente significativo no número de células NK IFN-α+, 

TNF-α+ e IL-4+ quando comparado com os demais grupos avaliados (Figura 22A). A análise 

dos dados, referentes à cultura estimulada com EPI, revelou um aumento no número absoluto 

de células NK IFN-γ+, TNF-α+ e IL-4+ no grupo E-IND em relação ao grupo NI. Além disso, 

o estimulo com EPI foi capaz de aumentar a expressão de todas as citocinas avaliadas nas 

células NK do grupo E-IND em comparação com a cultura controle. Para o grupo E-INDT, os 

dados mostram um aumento na expressão de todas as citocinas, por nós avaliadas, nas células 

NK, quando comparado com os grupos NI e E-IND. Diferente do grupo E-IND, a presença do 

antígeno induziu um aumento apenas no número absoluto de células NK IFN-γ+ no grupo E-

INDT (Figura 22B). 
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Figura 22: Análise da expressão de citocinas por células NK circulantes do sangue periférico de 

crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ) e de indivíduos não 

infectados (NI ), após cultura rápida com Brefeldina A, na ausência (A) ou presença de EPI (B), 

como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como mediana ± desvio padrão 
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dos valores absolutos de células NK IFN-γ+, TNF-α+ e IL4+ para cada grupo avaliado. As diferenças 

significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os grupos NI e 

E-IND, respectivamente. As diferenças estatísticas entre as culturas controle e estimulada, dentro do 

mesmo grupo, estão representadas pelo *. 

 

4.2.2. Perfil citocinas produzidas pelas células da resposta imune adaptativa 

a) Expressão de citocinas por linfócitos T CD4+ 

Os resultados apresentados na Figura 23 mostram os valores absolutos de 

linfócitos T CD4+ IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL4+ e IL10+ do sangue periférico. Nossos dados 

não demonstram, na cultura controle, alterações significativas no número absoluto de células 

T CD4+ expressando citocinas no grupo E-IND quando comparado ao grupo NI. Entretanto, 

no grupo E-INDT o número de linfócitos CD4+ IFN-γ+ mostrou-se aumentado quando 

comparado com o grupo E-IND. Surpreendentemente, neste grupo, o número de linfócitos T 

CD4+IL10+ aumentou cerca de 9 a 20 vezes em relação ao grupos NI e E-IND, 

respectivamente (Figura 23A). A análise dos dados, referentes à cultura estimulada com EPI, 

revelou que a presença do antígeno foi capaz de aumentar o número de linfócitos T CD4+ 

IFN-γ+, TNF-α+ e IL-10+ do grupo E-IND em comparação com a cultura controle. Para o 

grupo E-INDT, os dados mostram um aumento no número absoluto dos linfócitos T CD4+ 

TNF-α+ e IL-4+ quando comparado com o grupo NI. Além disso, assim como na cultura 

controle, o número de linfócitos T CD4+IL-10+, na presença do antígeno, permanece muito 

elevado em relação aos demais grupos avaliados (Figura 23B). 
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Figura 23: Análise da expressão de citocinas por linfócitos T CD4+ circulantes do sangue periférico 

de crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ), e de indivíduos 

não infectados (NI ), após cultura rápida com Brefeldina A, na ausência (A) ou presença de EPI 

(B), como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como mediana ± desvio 

padrão dos valores absolutos de linfócitos T CD4+ IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL4+ e IL10+ para cada 

grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em 

comparação com os grupos NI-1 e E-IND, respectivamente. As diferenças estatísticas entre as culturas 

controle e estimulada, dentro do mesmo grupo, estão representadas pelo *. 
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b) Expressão de citocinas por linfócitos T CD8+ 

Os resultados apresentados na Figura 24 mostram os valores absolutos de 

linfócitos T CD8+ IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL4+ e IL10+ do sangue periférico. Nossos dados 

não demonstram, na cultura controle, alterações significativas no número absoluto de células 

T CD8+ expressando citocinas no grupo E-IND quando comparado ao grupo NI. Entretanto, 

no grupo E-INDT os números de linfócitos CD8+ IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL4+ e IL10+ 

mostraram-se extremamente elevados quando comparado com os demais grupos avaliados 

(Figura 24A). A análise dos dados, referentes à cultura estimulada com EPI, revelou um perfil 

semelhante ao da cultura controle, quando a comparação foi feita entre os grupos. Além disso, 

o estimulo com EPI foi capaz de aumentar a produção apenas do número de linfócitos 

CD8+IFN-γ+ do grupo E-INDT quando comparado com a cultura controle (Figura 24B).  
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Figura 24: Análise da expressão de citocinas por linfócitos T CD8+ circulantes do sangue periférico 

de crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ), e de indivíduos 

não infectados (NI ), após cultura rápida com Brefeldina A, na ausência (A) ou presença de EPI 

(B), como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como mediana ± desvio 

padrão dos valores absolutos de linfócitos T CD4+ IL-12+, IFN-γ+, TNF-α+, IL4+ e IL10+ para cada 

grupo avaliado. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em 

comparação com os grupos NI-1 e E-IND, respectivamente. As diferenças estatísticas entre as culturas 

controle e estimulada, dentro do mesmo grupo, estão representadas pelo *. 
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c) Expressão de citocinas por linfócitos B CD19+ 

Os resultados apresentados na Figura 25 mostram os valores absolutos de 

linfócitos B CD19+ TNF-α+, IL4+ e IL10+ do sangue periférico. Nossos dados não 

demonstram, na cultura controle, alterações significativas no número absoluto de células B 

CD19+ TNF-α+, IL4+ e IL10+ no grupo E-IND quando comparado ao grupo NI. Entretanto, no 

grupo E-INDT os números de linfócitos CD19+ TNF-α+, IL4+ e IL10+ mostraram-se elevados 

quando comparado com os demais grupos avaliados (Figura 25A). A análise dos dados, 

referentes à cultura estimulada com EPI, revelou um perfil semelhante ao observado na 

cultura controle (Figura 25B). 
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Figura 25: Análise da expressão de citocinas por linfócitos B CD19+ circulantes do sangue periférico 

de crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ), e de indivíduos 

não infectados (NI ), após cultura rápida com Brefeldina A, na ausência (A) ou presença de EPI 

(B), como descrito em Material e Métodos. Os resultados estão expressos como mediana ± desvio 

padrão dos valores absolutos de linfócitos T CD19+ TNF-α+, IL4+ e IL10+ para cada grupo avaliado. 

As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “b” em comparação com os 

grupos NI e E-IND, respectivamente. 
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4.3. Análise da correlação entre os marcadores de ativação celular e o padrão de 

citocinas produzidas por leucócitos do sangue periférico de indivíduos portadores da 

forma crônica indeterminada recente da doença de Chagas antes e após o tratamento 

com benzonidazol  

  

Uma vez que estudos têm demonstrado que monócitos “macrófagos-like” 

(CD14+CD16+) e monócitos pro-inflamatórios (CD14+HLA-DRHigh) expressam citocinas pró-

inflamatórias (BELGE et al., 2002; DAYYANI et al., 2003) e estas células estão aumentadas 

após o tratamento com benzonidazol, realizamos análises de correlação entre as células 

CD14+ produtoras de citocinas inflamatórias (IL-12 ou TNF-α) e o percentual de monócitos 

“macrófagos-like” ou monócitos pró-inflamatórios.  As análises de correlação, de forma 

interessante, revelaram uma correlação negativa entre monócitos “macrófagos-like” e 

monócitos produtores de IL-12 (Figura 26). Resultado semelhante foi observado para a 

correlação entre monócitos pro-inflamatório e monócitos produtores de IL-12 (Figura 26). 

Nenhuma correlação foi observada entre os monócitos CD14+CD16+ e CD14+HLA-DRHigh 

com os monócitos CD14+TNF-α+ (dados não mostrados).   
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Figura 26: Análise da correlação entre monócitos “macrófagos-like” e monócitos CD14+IL12+ (A) e 

monócitos pro-inflatório e monócitos CD14+IL-12+ (B) do sangue periférico de crianças infectadas 

antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ). 
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As células NK apresentam um papel importante durante a infecção chagásica, elas 

secretam uma grande quantidade de IFN-γ favorecendo uma resposta do tipo 1, essencial para 

o controle do parasita durante os estágios iniciais da infecção chagásica (SILVA et al., 1992; 

TORRICO et al., 1991). Entretanto, uma resposta do tipo 1 exacerbada pode leva a processos 

deletérios durante a fase crônica da doença. Nossos resultados demonstraram um aumento no 

percentual de células NK ativadas (CD16+CD69+) no sangue periférico. Em uma análise 

superficial, esse aumento na ativação das células NK poderia favorecer o desenvolvimento de 

danos teciduais relacionados com a elevada produção de IFN-γ.  Nesse contexto, avaliamos se 

o aumento no percentual de células NK ativadas estaria relacionado com o produção de IFN-γ 

e de IL-4 por células NK. Análise de correlação revelou uma correlação positiva entre o 

aumento de células NK totais e um perfil misto de citocinas, aqui representado pelos elevados 

números de células CD16+IFN-γ+ e CD16+IL-4+/mm3 (Figura 27). O mesmo resultado foi 

observado para análise da correlação entre as células NK ativadas (CD16+CD69+) e número 

de células CD16+IFN-γ+ e CD16+IL-4+/mm3 (Figura 27).    

Estudos recentes, em nosso laboratório demonstraram que as células T possuem um 

papel importante tanto nos estágios iniciais quanto nos estágios mais avançados da fase 

crônica da doença de Chagas (SATHLER-AVELAR et al., 2003; VITELLI-AVELAR et al., 

2005). Dutra et al. (1994) demonstraram que independentemente da forma clínica da infecção 

chagásica os pacientes apresentaram uma elevada freqüência de linfócitos T ativados. Reis et 

al. (1993) ao avaliar o infiltrado inflamatório do miocárdio, de pacientes portadores da forma 

crônica cardíaca, constataram associação entre linfócitos T citotóxico ativados e o 

acometimento do órgão. Nossos resultados revelaram um aumento na ativação de células T 

após o tratamento com Bz. Entretanto, análises de correlação revelaram uma correlação 

positiva entre aumento no percentual de células T CD4+ ativadas (CD4+CD69+ ou CD4+HLA-
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DR+) e o aumento no número absoluto de linfócitos T CD4+IL-10+ (Figura 28). Já para as 

células T CD8+ ativadas (CD8+CD69+ ou CD8+HLA-DR+), uma correlação positiva foi 

observada com perfil misto de citocinas, representado pelo aumento no número absoluto de 

linfócitos T CD8+IFN-γ+ e CD8+IL-10+ (Figura 29). 

Finalmente, a análise da correlação das células B ativadas (CD19+CD69+) com o 

número absolutos das células CD19+TNF-α+ e CD19+IL-4+ revelou uma correlação positiva 

entre as células B ativadas e  um padrão misto de citocinas (TNF-α e IL-4) (Figura 30).  
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Figura 27: Análise da correlação entre células NK total e o número absoluto de células CD16+ 

produtoras de citocinas – IFN-γ+ e IL-4 – e entre as células NK ativadas (CD16+CD69+) e o número 

absoluto de células CD16+ produtoras de citocinas – IFN-γ e IL-4 – do sangue periférico de crianças 

infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ). 
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Figura 28: Análise da correlação entre células T CD4+ ativadas (CD4+CD69+ ou CD4+HLA-DR+) e o 

número absoluto de células T CD4+ produtoras de citocinas – IFN-γ e IL-10 – do sangue periférico de 

crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ). 
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Figura 29: Análise da correlação entre células T CD8+ ativadas (CD8+CD69+ ou CD8+HLA-DR+) e o 

número absoluto de células T CD8+ produtoras de citocinas – IFN-γ e IL-10 – do sangue periférico de 

crianças infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ). 

 

0 30 60
0

7

14

0 30 60
0

25

50
r = 0.65
p = 0.039

# 
de
 c
él
ul
as
 C
D
19

+
T
N
F-
α
+
/m

m
3

% de células CD19+CD69+ % de células CD19+CD69+

r = 0.79
p = 0.005

#
de
 c
él
ul
as
 C
D
19

+
IL
-1
0+
/m

m
3

 

Figura 30: Análise da correlação entre células B CD69+CD19+ ativadas e o número absoluto de 

células B CD19+ produtoras de citocinas – TNF-α e IL-10 – do sangue periférico de crianças 

infectadas antes (E-IND ) e após o tratamento com Bz (E-INDT ). 
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5. DISCUSSÃO 
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5.1. Aspectos imunológicos em indivíduos portadores da forma crônica indeterminada 

recente da doença de Chagas  

O entendimento do papel da resposta imune contra o T. cruzi e os mecanismos 

promotores de dano tecidual na doença de Chagas têm sido os maiores desafios desde a 

descoberta de seu agente etiológico. Diversos componentes dos compartimentos celular e 

humoral, incluindo a imunidade inata e a adaptativa, são recrutados durante a infecção pelo T. 

cruzi. Considerando a intensa estimulação imune e o processo inflamatório desencadeados 

durante a infecção aguda pelo T. cruzi, é possível que eventos imunológicos precoces 

determinem não apenas a imunopatologia da doença mas também atuem como instrumentos 

para o clareamento da infecção, seqüestrando o agente etiológico para o sítio intracelular 

(HONTEBERYRIE-JOSKOWICZ et al., 1991; SAMUDIO et al., 1998; MARINHO et al., 

1999). Contudo, os estudos que abordam o papel da resposta imune durante os estágios 

iniciais da infecção pelo T. cruzi estão, em sua maioria, restritos a modelos experimentais, 

sendo os mecanismos da ativação do sistema imune durante este período pouco investigados 

em humanos. Desta forma, este trabalho objetivou desenvolver um estudo descritivo-analítico 

detalhado do fenótipo de células mononucleares do sangue periférico de crianças infectadas 

pelo T. cruzi e do padrão de citocinas intracitoplasmáticas, a fim de delinear características da 

resposta imune durante os estágios iniciais da doença de Chagas.  

No presente estudo, demonstrou-se que a fase crônica indeterminada recente está 

associada com alterações fenotípicas relevantes em células envolvidas na imunidade inata e 

adaptativa celular, sugestivas do envolvimento destas populações celulares nos eventos 

imunológicos de ativação e modulação na infecção crônica recente pelo T. cruzi. 

Nossos achados revelaram baixa freqüência de células T CD3+, devido principalmente 

à queda no percentual de linfócitos T CD8+, na ausência do fenótipo de ativação de linfócitos 

T, tais como expressão de CD69 e HLA-DR. Entretanto, níveis maiores na freqüência de 
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linfócitos B ativados foram observados nas crianças infectadas, assemelhando-se a um estado 

de “imunomodulação” previamente proposto na infecção pelo T. cruzi em modelos 

experimentais ou em células humanas in vitro (TARLETON, 1988a,b; ARGIBAY et al. 

2002). Esses dados estão de acordo com nossos relatos prévios decorrentes da caracterização 

fenotípica de leucócitos do sangue periférico de crianças bolivianas portadoras da infecção 

recente pelo T. cruzi (SATHLER-AVELAR et al., 2003). Esse estado imunológico misto de 

ativação e modulação pode ser explicado, em parte, pela ação de diferentes moléculas 

presentes na superfície do parasita que induzem ativação de células B com secreção de 

imunoglobulinas não específicas, assim como supressão de linfócitos T (BENTO et al., 1996; 

BRENER & GAZZINELLI et al., 1997; GAO et al., 2002). Consistente com esta hipótese, 

alguns estudos demonstraram que moléculas ancoradas via glicosil-fosfatidil inositol (GPI) na 

membrana do T. cruzi, tais como trans-sialidase e mucinas, são capazes de desempenhar 

funções distintas, incluindo indução da ativação de linfócitos B e supressão na ativação de 

linfócitos T, com produção de imunoglobulinas não específicas para o T. cruzi (BILATE et 

al., 2000; ZUNIGA et al., 2000; ACOSTA-SERRANO et al., 2001; ARGIBAY et al., 2002; 

GAO et al., 2002; DOS REIS et al., 2005). Tem sido sugerido que a resposta humoral 

desencadeada durante a infecção recente pelo T. cruzi, caracterizada pela intensa produção de 

imunoglobulinas inespecíficas, possa representar um dos elos da considerada 

“imunossupressão” favorecendo o crescimento do parasita, a instalação da doença e o 

desenvolvimento da imunopatologia (D’IMPERIO-LIMA et al., 1985; SPINELLA et al., 

1992).  

As células B não possuem apenas um papel central na produção e amplificação da 

resposta imune humoral. Elas também têm uma função importante como células 

apresentadoras de antígenos favorecendo uma resposta imune mediada por células T 

(MAMULA & JANEWAY, 1993). Embora, as células dendríticas e macrófagos promovam  
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diferenciação das células T para o fenótipo Th1, a apresentação de antígeno pelas células B 

induz a anergia dos linfócitos T, favorecendo o desenvolvimento do fenótipo Th2 anti-

inflamatório (ADORINE et al., 1997; CROFT et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 2007). 

Zuniga et al. (2001) reportaram que a lectina denominada Galectina-1 (Gal-1), secretada por 

células B ativadas, pode induzir apoptose em células T e diminuir a síntese de IFN-γ. Esses 

autores demonstraram que as células B ativadas de camundongos infectados pelo T. cruzi 

secretam elevados níveis de Gal-1, podendo exercer vários efeitos imunomoduladores. Esses 

resultados são consistentes com nossos achados, em que as crianças infectadas apresentam 

aumento na população de linfócitos B ativados, na ausência de fenótipos de ativação em 

células T. 

A importância das células NK na resistência da fase aguda da doença de Chagas é 

demonstrada por estudos em que a neutralização de IL-12 ou IFN-γ, citocinas essenciais para 

ativação das células NK, assim como a depleção das mesmas, tornam os animais mais 

susceptíveis à infecção pelo T. cruzi (ALIBERTI et al., 1996; CARDILLO et al., 1996). 

Assim, além da função citotóxica das células NK já bem estabelecida, acredita-se que essas 

células possuam um papel importante na secreção de IFN-γ antes do desenvolvimento de 

resposta imune mediada pelas células T na infecção pelo T. cruzi. 

Um aspecto importante relacionado às células NK, durante infecção experimental pelo 

T. cruzi, consiste no favorecimento da ativação de células B (DE ARRUDA HINDIS et al., 

2001). Neste contexto, a ativação de células B, observada durante a fase crônica 

indeterminada recente da infecção, via NK, poderia ser um evento importante para manter a 

resposta humoral. Blanca et al. (2001), ao estudarem a interação in vitro de linfócitos B e 

células NK, constataram que a ativação policlonal de células B é dependente da interação de 

CD40, presente na superfície de células NK, com o seu ligante CD40L na superfície de 

linfócitos B. Esses dados sugerem que a interação entre essas moléculas apresenta uma 
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importante função na ativação de células B mediada por NK independente de linfócitos T, 

reforçando nossa hipótese. A expressão da molécula CD40L em células B ativadas, como 

sugerido por Blanca et al. (2001), é fundamental na interação com células NK devido à sua 

contribuição na co-estimulação de células B, que, em combinação com fatores autócrinos dos 

linfócitos B, promove a diferenciação dessas células em plasmócitos secretores de 

imunoglobulinas. Neste estudo, não tivemos a oportunidade de avaliar a expressão de CD40 e 

CD40L por linfócitos. Estudos futuros poderiam fornecer informações adicionais permitindo 

o esclarecimento desses eventos. A ativação de linfócitos B via NK é capaz de promover a 

síntese de imunoglobulinas tanto por células B de memória quanto por linfócitos B1. Na 

doença de Chagas, a ativação policlonal e secreção de anticorpos não específicos, que levam à 

hipergamaglobulinemia, são fenômenos freqüentes que poderiam favorecer a evasão do T. 

cruzi (MINOPRIO et al., 1986; MINOPRIO et al., 1989). 

Um achado interessante em nosso estudo foi a expansão de uma linhagem distinta de 

células NK, apresentando o fenótipo CD3-CD16+CD56-. Convencionalmente, células NK 

humanas são definidas como sendo linfócitos CD3-CD16+ e/ou CD56+ (LANIER et al., 

1986). A maioria das células NK do sangue periférico humano apresenta o fenótipo CD3-

CD16+CD56+ (GADDY et al., 1997). Pouco é conhecido sobre as propriedades das células 

NK CD3-CD16+CD56-. Gaddy et al. (1997) sugerem que células CD3-CD16+CD56- são 

funcionalmente e fenotipicamente imaturas, capazes de maturação, sendo consideradas como 

linfócitos pré-NK, possíveis precursores de células NK CD3-CD16+CD56+ maduras (GADDY 

et al., 1997). Esses autores, ao estudarem a ontogenia de células NK utilizando sangue de 

cordão umbilical, demonstraram a existência de duas subpopulações de células NK, sendo as 

células CD3-CD16+CD56- de baixa atividade lítica e alta capacidade proliferativa.  Essa nova 

população celular, na presença de IL-2, é capaz de originar o fenótipo CD3-CD16+CD56+ e, 

quando na presença de IL-12, pode transformar-se tanto em CD3-CD16+CD56+ quanto CD16-
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CD56+. No contexto da infecção pelo T. cruzi, as células pré-NK (CD3-CD16+CD56-), 

presentes durante ativação da resposta imune inata, na fase crônica indeterminada recente da 

doença de Chagas, poderiam influenciar nos eventos imunológicos na fase crônica tardia da 

infecção. Estes dados são consistentes com a hipótese de que antígenos derivados de T. cruzi 

são hábeis para ativar células NK, antes do desenvolvimento da imunidade mediada por 

células T como sugerido por BRENER et al. (1997). O mecanismo proposto para a ativação 

de células NK, durante os estágios iniciais da infecção em modelos experimentais, sugere que 

as formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi induzem a síntese de IL-12 por 

macrófagos que, em associação com TNF-α, promovem a produção de IFN-γ por NK 

(ALIBERTI et al., 1996; BRENER et al., 1997; GAZZINELLI et al.,1997). Em contrapartida, 

os monócitos/macrófagos são eficientemente ativados por IFN-γ derivado das células NK, 

aumentando a síntese de óxido nítrico e controlando a replicação do parasita durante os 

estágios iniciais da infecção pelo T. cruzi (SILVA et al., 1992; CAMARGO et al., 1997; 

CAMPOS et al., 2001; MICHAILOWSKY et al., 2001). Neste contexto, nossos dados 

sugerem que a expansão das células pré-NK poderia estar relacionada a um mecanismo 

importante na ativação de monócitos/macrófagos durante a fase crônica indeterminada recente 

da doença de Chagas. Corraborando com essa hipótese, nossos dados mostram que apesar dos 

baixos percentuais de monócitos macrófagos-like, há aumento na freqüência de monócitos 

pró-inflamatório (CD14+CD16+HLA-DRHigh) no sangue periférico das crianças infectadas. 

Belge et al. (2002) propuseram a existência de duas subpopulações de monócitos em 

humanos, as quais podem ser distinguidas como monócitos clássicos ou monócitos pró-

inflamatórios, baseado na intensidade de expressão do marcador HLA-DR. Monócitos pró-

inflamatórios apresentam uma alta expressão do receptor “Toll-like-2” (TLR-2) e alta 

produção de TNF-α e IL-12 (BELGE et al., 2002).  É interessante observar que os nossos 

dados referentes à análise de citocinas intracitoplasmáticas produzidas por monócitos, no 
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contexto ex-vivo, demonstraram aumento no número absoluto de monócitos CD14+IL-12+ no 

grupo E-IND quando comparado com o grupo NI.  

Este perfil celular inflamatório nos levou a hipotetizar que as células NK podem 

assumir um perfil de citocinas do tipo 1. Apesar do perfil de citocinas produzidas pelas 

células CD16+ do sangue periférico das crianças portadoras da doença de Chagas, no contexto 

ex-vivo, não apresentar alterações em relação às crianças não infectadas, as células CD16+, 

quando estimuladas com antígeno da forma epimastigota do T. cruzi, assumem um perfil do 

tipo 1 modulado na produção de citocinas, aqui representado pelo aumento no número 

absoluto das células CD16+IFN-γ+, TNF-α+ e IL-4+. Recentemente, estudos também têm 

demonstrado que as células NKT do fígado de camundongos cronicamente infectados com o 

T. cruzi produzem altos níveis de IFN-γ e IL-4 (DUTHIE et al., 2002). Esses achados 

sugerem que as células CD16+ (células NK ou células NKT) possam proteger os indivíduos 

contra o T. cruzi, não somente na fase aguda, mas também na fase crônica inicial da doença 

de Chagas, pela produção de perfil misto de citocinas (pró-inflamatório e anti-inflamatório) 

que favoreceria a geração de mecanismos efetivos na eliminação do parasita na ausência de 

efeitos imunopatológicos. 

Os mecanismos imunopatológicos têm sido foco de muitos trabalhos na doença de 

Chagas, sugerindo que uma resposta inflamatória exacerbada possa favorecer o 

desenvolvimento das formas clínicas mais graves da doença (GOMES et al., 2003; 

GOLGHER & GAZZINELLI, 2004). Neste contexto, é importante ressaltar que uma forte 

ativação das células NK assim como de monócitos pró-inflamatório poderia induzir danos 

teciduais e progressão da forma indeterminada para as formas cardíacas e ou digestiva (REIS 

et al., 1993; REIS et al., 2001).  Assim, o estabelecimento de mecanismo imunoregulador, 

seja por células reguladoras ou por citocinas moduladoras, seria importante no controle da 

atividade do sistema imune, prevenindo os efeitos deletérios da estimulação excessiva.  
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Estudos recentes sugeriram que as células NKT e células T reguladoras 

(CD4+CD25HIGH) apresentam importante função na manutenção da homeostase do sistema 

imune (WACK et al., 1997; DOHERTY et al., 1999; BAECHER-ALLAN et al., 2001; 

GOLDFREY & KRONENBERG, 2004; MURRAY et al., 2004). As células NKT são 

particularmente abundantes no fígado humano, representando um terço de todas as células 

CD3+ hepáticas, mas no sangue periférico elas totalizam somente 2% das células T (NORRIS 

et al., 1999). Tem sido proposto que as células NKT desempenham um importante papel na 

eliminação de células autólogas no fígado, órgão responsável pela eliminação de células T 

ativadas via apoptose. Huang et al., (1994) relataram que após ativação, as células T CD8+ 

circulantes são direcionadas para o fígado, onde sofrem apoptose. Estudos recentes, avaliando 

o papel das células NKT durante a infecção recente pelo T. cruzi em modelo experimental, 

revelaram a presença de duas subpopulações com funções diferenciadas, denominadas células 

NKT invariantes e NKT variantes. Os camundongos deficientes de ambas subpopulações 

desenvolvem aumento no número de células mononucleares no baço e no fígado, na produção 

de anticorpos anti-T. cruzi e do infiltrado inflamatório no tecido muscular cardíaco. Já os 

animais deficientes apenas da subpopulação de células NKT invariante desenvolvem um 

robusto processo inflamatório no baço, fígado e fibras musculares esqueléticas, caracterizado 

pela presença de células NK, dendríticas, linfócitos B e T. Essas células inflamatórias 

expressam marcadores de ativação, produzem mais IFN-γ, TNF-α, NO e menos anticorpos 

anti-T. cruzi. Assim, estes dados sugerem que as células NKT variantes estariam relacionadas 

com o aumento do processo inflamatório, enquanto que as células NKT invariantes 

possuiriam um papel imunoregulador, importante durante a infecção pelo T. cruzi (DUTHIE 

et al., 2002, 2005).  

Ainda no contexto da imunorregulação, Trzonkowsky et al. (2004) revelaram que a 

produção de IFN-γ, perforina, assim como a atividade citotóxica das células NK e células T 
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CD8+ são reduzidas na presença de células T reguladoras. Nossos resultados demonstraram 

um percentual baixo de células NKT e células T reguladoras nas crianças infectadas, 

consistente com os níveis elevados de células NK e monócitos pró-inflamatórios. Esses dados 

sugerem que a inabilidade em mudar a resposta imune em direção a um perfil fenotípico 

caracterizado por um aumento no percentual de células reguladoras possa contribuir para 

desenvolvimento de danos teciduais no coração e no trato digestório durante o curso da 

doença de Chagas (VITELLI-AVELAR et al., 2006). 

Os valores baixos de células NKT e células T reguladoras levantam o questionamento 

de por que alterações fenotípicas relacionadas com a ativação de células T não foram 

observadas no sangue periférico das crianças portadoras da doença de Chagas. Acreditamos 

que a imunidade mediada por células T durante a forma clínica indeterminada recente da 

doença de Chagas pode representar um fenômeno restrito aos focos inflamatórios, não 

detectável no sangue periférico, considerando relatos prévios que mostram a presença de 

células T, principalmente linfócitos T CD8+, no infiltrado inflamatório do tecido cardíaco de 

indivíduos portadores da doença de Chagas (FUENMAYOUR et al., 2005). Estudos 

realizados em modelo experimental murino para a infecção pelo T. cruzi demonstraram que o 

aparecimento no coração de células T produtoras de citocinas está correlacionado com o 

aumento local da expressão de moléculas de adesão celular como LFA-I (CD18) o que seria 

consistente com a migração de linfócitos CD54+ para este sítio. Neste estudo, os autores 

propõem que a inflamação crônica no coração chagásico é altamente ativa e está relacionada 

com um padrão imunológico estável que se estende desde a fase aguda recente até estágios 

tardios da fase crônica. Nossos achados de uma expansão no percentual de linfócitos T CD8+ 

expressando a molécula CD54, refletem um aumento no potencial migratório de células T 

citotóxicas para o foco inflamatório com a finalidade de controlar o parasitismo tecidual. 

Esses achados reforçam a hipótese previamente mencionada de que a ativação de linfócitos T 
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poderia ser um evento compartimentalizado, restrito aos tecidos-alvo do parasita, como o 

miocárdio. Além disso, é importante ressaltar que a ausência de fenótipos de ativação na 

população de células T do sangue periférico poderia representar um fenômeno importante no 

controle de uma atividade sistêmica durante a infecção pelo T. cruzi. Isto pode ser confirmado 

pela análise da produção de citocinas intracitoplasmáticas, no contexto ex-vivo, nas 

populações de linfócitos T e B. Nossos resultados revelaram que as crianças infectadas 

apresentaram um perfil de citocinas semelhante ao das crianças não infectadas. Entretanto, na 

presença do antígeno, simulando um possível contato dessas células com o parasita no foco 

inflamatório, os linfócitos T e B assumem um padrão misto na produção de citocinas, 

importante para a eliminação do parasita na ausência de mecanismos imunopatológicos 

(SAMUDIO et al., 1998). 

Durante a fase crônica da doença, observa-se, em camundongos experimentalmente 

infectados pelo T. cruzi, aumento no número de células T CD8+ no sangue, fígado e cavidade 

peritonial (GRISOTTO et al., 2001) e predomínio desse tipo de celular entre os linfócitos 

presentes no baço (MARINHO et al., 1999) e no coração desses animais (dos Santos et al., 

2001). A importância das células T CD8+ na eliminação dos parasitas intracelulares foi 

demonstrada in vivo, através de um modelo experimental, onde a depleção prolongada desse 

tipo de célula, durante a fase crônica da infecção, causou um aumento no número de ninhos 

de parasitas no tecido cardíaco (TARLETON et al., 1994). Por outro lado, Marinho et al. 

(1999) observaram correlação positiva entre o número de linfócitos T CD8+ no baço e a 

gravidade da doença em camundongos cronicamente infectados, reforçando a idéia de que 

linfócitos T CD8+ desempenham papel importante na fase crônica da infecção chagásica. 

Estes dados, em conjunto, mostram que as células T CD8+, enquanto importantes no controle 

do parasitismo, também parecem desempenhar papel determinante na destruição tecidual. 

Embora estudos avaliando a freqüência de linfócitos T no sangue periférico de pacientes 



 

 

83 
 

 
 

portadores da doença de Chagas e de indivíduos não infectados não tenham mostrado 

qualquer diferença percentual nas células T CD4+ e CD8+ (DUTRA et al., 1994), análises 

imunohistoquímicas de lesões cardíacas de necropsias de pacientes chagásicos crônicos 

revelaram predomínio de células CD8+ no infiltrado inflamatório associado (HIGUCHI et al., 

1993, REIS et al., 1993a). A alta freqüência de expressão de granzima-A nas lesões (REIS et 

al., 1993a), bem como o aumento da expressão de antígenos HLA-ABC nos cardiomiócitos 

(REIS et al., 1993b), sugerem o envolvimento de mecanismos imunes citotóxicos na 

miocardite chagásica crônica humana com participação efetiva de linfócitos T CD8+. 

Recentemente, Vitelli-Avelar et al. (2005) demonstraram um novo panorama que 

aponta perfis celulares distintos para as diferentes formas clínicas da doença de Chagas. Esses 

achados são, sem dúvida, de grande importância para o entendimento da resposta imune 

celular desencadeada durante a fase crônica da infecção pelo T. cruzi. Esses autores 

demonstraram pela primeira vez a presença de uma elevada freqüência de células T 

reguladoras e células NKT no sangue periférico de indivíduos portadores da forma clínica 

indeterminada da doença de Chagas. Já as formas clínicas mais graves apresentaram aumento 

no percentual de células CD8+ ativadas. Uma análise comparativa entre esses resultados e os 

observados no grupo E-IND sugere que a expansão de monócitos pró-inflamatórios assim 

como valores elevados de células pré-NK, em um microambiente deficiente de células NKT e 

células T reguladoras, representam um importante perfil imunológico que contribuiria para o 

controle da replicação do parasita durante a fase crônica inicial. Entretanto, a persistência 

deste perfil, paralelo ao estabelecimento de uma resposta com o predomínio de células T 

CD8+ ativadas, poderia levar, durante a fase crônica tardia, a danos teciduais que são 

associados com as formas mais graves (VITELLI-AVELAR et al., 2006). 
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5.2. Efeito do tratamento específico com benzonidazol sobre o sistema imune de crianças 

infectadas pelo T. cruzi  

Uma vez estabelecido o perfil imunofenotípico durante a fase crônica indeterminada 

recente da doença de Chagas, nosso próximo passo foi avaliar o efeito do tratamento 

específico com benzonidazol sobre o sistema imune de crianças infectadas pelo T. cruzi.  

Atualmente, o tratamento específico para a doença de Chagas, no Brasil, é restrito a 

uma única droga, o benzonidazol, cuja administração é recomendada apenas para os casos de 

infecção aguda da doença, infecção congênita e crianças com sorologia positiva, que 

apresentam maior probabilidade de cura parasitológica (DE ANDRADE et al., 1996). Já o 

tratamento específico para a forma crônica indeterminada tardia e forma cardíaca inicial, com 

percentual de cura reduzido, é sugerido apenas por instituições de pesquisa, a fim de 

possibilitar melhor avaliação da atividade de cura.  

Nas últimas décadas, a literatura acumulou evidências de que o tratamento etiológico 

da doença de Chagas, além de eliminar o T. cruzi, possui impacto benéfico para o quadro 

clínico do paciente e pode também afetar a natureza da resposta imune (ANDRADE et al., 

1991; GOMES et al., 2003; VIOTTI et al., 1994; GONTIJO et al., 1999; GARCIA et al., 

2005; SATHLER-AVELAR et al., 2006). Apesar de sua habilidade em adiar ou prevenir a 

progressão clínica da doença em humanos e modelos experimentais (De ANDRADE et al., 

1996, SOSA-ESTANI et al., 1998; GARCIA et al., 2005), ainda são poucos os trabalhos que 

avaliam o efeito do tratamento com benzonidazol na resposta imune de pacientes infectados 

pelo T. cruzi. Garcia et al. (2005), ao avaliarem o efeito do tratamento com benzonidazol em 

animais cronicamente infectados, demonstraram redução das alterações cardíacas, mesmo na 

ausência da eliminação completa do parasita. Estes resultados são reforçados pelos achados de 

Viotti et al. (1994). Estes autores, ao avaliarem o efeito do tratamento com benzonidazol em 
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pacientes cronicamente infectados pelo T. cruzi, demonstraram menor evolução clínica para a 

forma cardíaca da doença, independente da cura parasitológica.      

Por outro lado, tem sido postulado que o benzonidazol por si parece não ser 

responsável pelas mudanças observadas durante o tratamento etiológico, uma vez que 

pacientes com falha terapêutica, demonstrada pela presença de parasita circulante, não 

apresentam alterações significativas no perfil imunológico (DUTRA et al., 1996). Esses 

autores, demonstraram que na ausência de parasitas circulantes, altos níveis de células T 

ativadas podem ser observadas no sangue periférico de pacientes que foram submetidos ao 

tratamento com benzonidazol a pelo menos 5 anos. Outro estudo revelou clara tendência à 

queda no percentual de células T ativadas após 6 meses do término do tratamento com 

benzonidazol (GONTIJO et al., 1999). Esses dados em conjunto sugerem que o tratamento 

com benzonidazol pode levar a mudanças seletivas no perfil imunológico tempo dependente, 

as quais podem também diferir se a intervenção terapêutica for realizada durante a fase aguda 

ou crônica da doença.    

Na doença de Chagas, a análise do sistema imunológico antes e após o tratamento é 

essencial para o entendimento dos mecanismos de ação da droga, bem como o 

desenvolvimento racional de novos agente tripanossomatídeos (De CASTRO, 1993; COURA 

& De CASTRO, 2002).  Nas últimas décadas, estudos têm acumulado evidências que 

correlacionam a resposta imune e o efeito quimioterápico (URBINA, 1999). Estudos recentes 

sugerem que a ativação do sistema imune aumenta a eficácia do tratamento com benzonidazol 

durante a infecção pelo T. cruzi em modelos experimentais (MICHAILOWSKY et al., 1998). 

Com o intuito de elucidar um pouco mais esta questão e contribuir para o entendimento do 

impacto do tratamento no sistema imune, nosso trabalho desenvolveu um estudo longitudinal 

para avaliar o efeito do benzonidazol no padrão de citocinas intracitoplasmáticas e no fenótipo 

dos leucócitos do sangue periférico de crianças infectadas pelo T. cruzi. 
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Nossos dados demonstraram que apesar de baixa ativação global no sistema imune 

durante a fase crônica indeterminada recente da doença de Chagas, grande ativação das 

células da imunidade inata e adaptativa pode ser observada no sangue periférico das crianças 

submetidas ao tratamento com benzonidazol. Esses resultados estão de acordo com os 

achados de Dutra et al. (1996) que demonstram um aumento no percentual de células T e B 

ativadas no sangue periférico de pacientes portadores da doença de Chagas por mais de 5 anos 

após o término do tratamento etiológico com benzonidazol. Além disso, Bahia-Oliveira et al. 

(2000) mostraram alta resposta proliferativa das células mononucleares do sangue periférico, 

quando estimuladas com antígenos do T. cruzi, de pacientes tratados curados, sugerindo a 

presença de células T de memória. Neste contexto, sugere-se que a memória imunológica 

após a cura parasitologica possa ser favorecida pela presença de antígenos do T. cruzi, mas 

não o parasita intacto, na superfície de esplenócitos do centro germinativo e no foco 

inflamatório do miocárdio de camundongos submetidos ao tratamento etiológico (ANDRADE 

et al., 1991). Esses resultados em conjunto nos levaram a hipotetizar que a grande liberação 

de antígenos do parasita durante o tratamento possa induzir o perfil imunológico ativado com 

conseqüente síntese de citocinas, que poderiam ser mantidas por antígenos parasitários 

residuais e ou interação idiotípica. Além disso, estes resultados estão de acordo com aqueles 

reportados por Olivieri et al. (2002) demonstrando que o tratamento com benzonidazol leva a 

um aumento no número de linfócitos nos órgãos linfóides de camundongos infectados pelo T. 

cruzi, principalmente devido à expansão de células T CD8+. A migração seletiva das células T 

CD8+ para os órgãos linfóides poderia explicar os baixos números de linfócitos T CD8+ 

observados no grupo E-INDT. Entretanto, nossos resultados revelaram queda no percentual de 

linfócitos T CD8+ expressando moléculas de adesão celular (CD8+CD62L+ e CD8+CD54+) no 

sangue periférico das crianças após o tratamento com benzonidazol.  
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Laucela et al. (1996) demonstraram que níveis elevados de moléculas de adesão 

celular estão associados com a gravidade da doença de Chagas durante a fase crônica. Estes 

autores também demonstraram queda na expressão de moléculas de adesão 48 meses após o 

termino do tratamento. Com base nesses resultados, nós hipotetizamos que a resposta 

inflamatória após o tratamento possa também ser controlada pela regulação das moléculas de 

adesão nas células T CD8+. Essa hipótese pode ser confirmada pelos resultados de dois grupos 

de pesquisas que observam correlação direta entre o tratamento com benzonidazol e redução 

no número de infiltrados inflamatórios, com conseqüente redução no depósito de 

componentes da matrix extracelular no coração de camundongos infectados pelo T. cruzi 

(GARCIA et al., 2005; ANDRADE et al., 2007). Assim, a associação entre moléculas de 

adesão e a gravidade da doença (LAUCELLA et al., 1996), e o fato de o percentual de 

linfócitos T CD8+CD62L+ e CD8+CD54+ diminuir após o tratamento, sugerem que a redução 

na expressão das moléculas de adesão pelas células T CD8+ possa ser um indicador para um 

prognóstico favorável na evolução clínica dos pacientes submetidos ao tratamento etiológico.  

Um ponto preocupante em nossos achados é a possibilidade deste grande número de 

células ativadas resultarem em efeitos adversos aos pacientes submetidos ao tratamento, 

levando a uma resposta pró-inflamatória e danos teciduais. Com o objetivo de esclarecer esta 

questão, este trabalho também determinou pela primeira vez o impacto do tratamento 

etiológico no padrão de citocinas intracitoplasmáticas dos leucócitos do sangue periférico de 

crianças submetidas ao tratamento.   

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com benzonidazol durante a fase 

crônica indeterminada recente da doença de Chagas induz aumento no percentual de 

monócitos “macrófagos-like” e monócitos pró-inflamatórios. Uma vez que estudos 

demonstram aumento na síntese de citocinas pró-inflamatórias por monócitos “macrófagos-

like” e monócitos pro-inflamatórios (BELGE et al., 2002; DAYYANI et al., 2003) e estas 
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células estão aumentadas após o tratamento com benzonidazol, nós realizamos análises de 

correlação entre as células CD14+ produtoras de citocinas inflamatórias (IL-12 ou TNF-α) e o 

percentual de monócitos “macrófagos-like” ou monócitos pró-inflamatórios.  As análises de 

correlação, de forma interessante, não revelaram uma correlação positiva entre estas células e 

a produção de citocinas inflamatórias por monócitos (CD14+TNF-α+ e CD14+IL-12+). 

Inicialmente, estes dados parecem controversos, entretanto é possível que algum mecanismo 

imunoregulador possa estar controlando a síntese de citocinas pelos monócitos após o 

tratamento com benzonidazol. É possível que o benzonidazol possa modular a síntese dessas 

citocinas pelos monócitos, uma vez que estudos recentes reportaram um efeito inibitório do 

benzonidazol na síntese de IL-12 e TNF-α por monócitos estimulados por LPS (PASCUTTI 

et al., 2004). Outra possibilidade seria ação de citocinas moduladoras sintetizadas por outras 

fontes celulares, uma vez que a via imuno-reguladora autócrina parece não estar presente no 

controle da população de monócitos.  

 Em humanos, foi proposto que a alta produção de IFN-γ possa favorecer a eficácia 

terapêutica (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). Nossos dados 

revelaram que o tratamento com benzonidazol desviou a síntese de citocinas pelas células NK 

na cultura controle para um padrão de citocinas do tipo 1 modulado (IFN-γ, TNF-α e IL-4), 

fato não observado na avaliação antes do tratamento. Já, na presença de estimulação antígeno-

específica, além do perfil do tipo 1 modulado, as células NK demonstraram aumento na  

produção de IFN-γ. Resultados semelhantes foram demonstrados por Peruhype-Magalhães et 

al. (2005) para pacientes curados de leishmaniose visceral, cuja resposta imune inata pôde ser 

eficientemente restabelecida após estimulação com antígenos do parasita. Como já 

apresentado anteriormente, estudos revelaram que antígenos da forma tripomastigota do T. 

cruzi são hábeis em estimular a síntese de IFN-γ pelas células NK (BRENER & 

GAZZINELLI, 1997). Nesse contexto, análise adicional de correlação revelou que o aumento 
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na freqüência de células NK totais e NK ativadas estão correlacionadas positivamente com o 

padrão de citocinas do tipo 1 modulado (CD16+IFN-γ+ e CD16+IL-4+). Nossos dados da 

imunidade inata em conjunto sugerem que a expansão na população de monócitos pró-

inflamatórios e das células NK ativadas pode representar um mecanismo efetivo na 

eliminação do parasita durante o tratamento com benzonidazol, uma vez que macrófagos 

podem ser eficientemente ativados pelas células NK ativadas produtoras de IFN-γ, 

aumentando a produção de óxido nítrico e controlando a replicação do parasita (BRENER & 

GAZZINELLI et al., 1997; CHADRASEKAR et al., 1998; 2000; BRODSKYN et al., 2002). 

Além disso, a produção de IL-4, uma citocina do tipo 2, pelas célula NK pode ser relevante no 

controle da síntese de IL-12 pelo monócitos, direcionando uma via moduladora (BAHIA-

OLIVEIRA et al., 1998; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; SATHLER-AVELAR et al., 

2006).   

No compartimento da resposta imune adaptativa, nós observamos um padrão distinto 

na produção de citocinas pelos linfócitos T CD4+, T CD8+ e células B CD19+ no grupo E-

INDT. Um perfil do tipo 2 foi observado para os linfócitos T CD4+, representado pelo 

aumento notável na síntese de IL-10 tanto na cultura controle quanto na presença do antígeno 

solúvel do parasita. Para a população de células B CD19+, foi observado um padrão na 

produção de citocinas semelhante ao tipo 2, caracterizado pelo predomínio na síntese da 

citocina IL-10 acompanhado pelo pequeno aumento na produção de IL-4 e TNF-α no grupo 

E-INDT. De forma diferente ao padrão de citocinas dos linfócitos T CD4+ e células B CD19+, 

um perfil do tipo 1 modulado típico foi observado para os linfócitos T  citotóxicos na 

presença do antígeno do T. cruzi, com uma expressão considerável de IFN-γ pelas células T 

CD8+.   

Análises adicionais de correlação da produção de citocinas por essas populações com 

os fenótipos de ativação demonstraram um perfil imunológico do tipo 1 modulado dentro das 
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populações de linfócitos T e B, semelhante ao observado para a imunidade inata. 

Especificamente, essas análises demonstraram que os linfócitos T CD4+ ativados produzem 

exclusivamente IL-10. Já as células T CD8+ e B CD19+ ativadas estão correlacionadas 

positivamente com a síntese IFN-γ e TNF-α, respectivamente, e a expressão de IL-10, 

representando padrão misto de citocinas.  

Esses dados validam e reforçam mais uma vez o papel do IFN-γ como citocina 

essencial para o sucesso terapêutico, e acrescenta mais detalhes a esta hipótese, descrevendo 

as células NK CD16+ e os linfócitos T CD8+ como as principais fontes dessa citocina durante 

o tratamento da doença de Chagas. Além disso, nossos dados também indicam a citocina IL-

10 produzida pelo linfócitos T, principalmente linfócitos T CD4+, assim como linfócitos B, 

como um elemento chave para a ausência de danos teciduais secundários inerentes ao intenso 

processo inflamatório desencadeado durante o tratamento etiológico.      

Finalmente, é interessante mencionar que o padrão de citocinas observado para a 

imunidade inata e adaptativa do grupo E-INDT foi muito semelhante ao encontrado para os 

leucócitos do grupo E-IND após estimulação com o antígeno do parasita. Essa observação 

sugere que a grande quantidade de antígenos liberada durante o tratamento, hábil para ativar a 

síntese de citocinas in vivo, pode ser reproduzida artificialmente in vitro pela estimulação, 

com antígenos do T. cruzi. Considerando a dependência do sistema imunológico para o 

sucesso terapêutico na doença de Chagas, esta estratégia pode representar um ferramenta 

adicional para predizer o tipo de resposta imune que o paciente possa desenvolver durante o 

tratamento com benzonidazol. 

Nós acreditamos que a grande quantidade de antígenos do parasita, liberada pelas 

células do hospedeiro infectadas durante o tratamento etiológico, provavelmente medeia uma 

forte ativação dos linfócitos T CD4+ e CD8+ que não causam danos teciduais devido à 

habilidade dos antígenos do T. cruzi em promover um perfil modulado. Assim, nosso trabalho 
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suporta a idéia de que a presença de leucócitos ativados no sangue periférico não é um fator 

limitante para a indicação do tratamento etiológico, uma vez que a administração do 

benzonidazol pode direcionar a síntese de citocinas  pelos leucócitos para um padrão misto 

pró/anti-inflamatório, benéfico ao paciente.  
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6. CONCLUSÃO 
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A análise do perfil fenotípico e do padrão de citocinas leucocitárias das crianças infectadas 

pelo T. cruzi antes do tratamento permitiu identificar alterações que reforçam a hipóteses da 

participação da resposta imune inata e da imunidade humoral nos eventos iniciais da fase 

crônica da doença de Chagas, na ausência de sinais fenotípicos relativos à ativação efetiva da 

resposta adaptativa mediada por linfócitos T e na secreção de citocinas. Além disso, nossos 

dados contribuem para a hipótese de que a imunidade mediada por células T, durante a forma 

clínica indeterminada recente, possa representar um fenômeno restrito ao compartimento 

cardíaco e linfonodos, não detectado no sangue periférico. Com relação ao efeito do 

tratamento na forma crônica indeterminada recente da doença de Chagas, nossos resultados 

demonstraram que o padrão do tipo 1 modulado observado após o tratamento reforçam o 

papel das citocinas IFN-γ, produzido pelas células NK e linfócitos T CD8+, e IL-10, pelas 

células B e linfócitos T CD4+ e T CD8+ como um elemento chave na eliminação do parasito 

na ausência de danos teciduais inerente ao intenso processo inflamatório desencadeado 

durante o tratamento etiológico. Além disso, nossos achados demonstraram, pela primeira 

vez, que a presença de leucócitos ativados no sangue periférico não é um fator limitante para a 

recomendação do tratamento etiológico, uma vez que a administração do benzonidazol pode 

direcionar a síntese de citocinas pelos leucócitos para um padrão do tipo 1 modulado, 

benéfico ao paciente. 

* 
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7. PERSPECTIVAS 
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� Estudar de forma descritivo-analítica, no contexto “ex-vivo”, o impacto do tratamento 

etiológico sobre o perfil imunofenotípico de leucócitos do sangue periférico de 

pacientes adultos portadores da forma crônica indeterminada da doença de Chagas; 

 

� Avaliar o impacto do tratamento com benzonidazol sobre aspectos fenotípico-

funcionais de células da imunidade inata do sangue periférico de pacientes adultos 

portadores da forma crônica indeterminada da doença de Chagas, após estimulação 

antigênica; 

 

� Estudar o impacto do tratamento etiológico no padrão de citocinas (IL-12, IFN-γ, 

TNF-α, IL-4 e IL-10) produzidas in vitro, por leucócitos do sangue periférico de 

pacientes adultos portadores da forma crônica indeterminada da doença de Chagas, 

antes e após o tratamento com benzonidazol. 
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Tabela: Leucometria do sangue periférico dos pacientes portadores da forma clínica 
indeterminada recente da doença de Chagas antes (E-IND) e após o tratamento com 
benzonidazol (E-INDT) e de indivíduos não infectados (NI) 
 

Grupos avaliados 
 Parâmetros Hematológicos 

 
NI E-IND E-INDT 

Leucócitos totais (x 103/mm3) 6.993±1.823 6.660±1.266 6.413±1.777 

Granulócitos (x 103/mm3) 3.941±1.717 3.278±1.069 3.423±1.032 

Monócitos (x 103/mm3) 584±524 445±162 503±286 

Linfócitos (x 103/mm3) 1.967±715 2.245±460 2.241±698 

 



 

 

121 
 

 
 

 
 
 

 



 

 

122 
 

 
 

 



 

 

123 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Artigos Relacionados com a Tese 



 

 

124 
 

 
 

 

 



 

 

125 
 

 
 

 



 

 

126 
 

 
 

 



 

 

127 
 

 
 

 



 

 

128 
 

 
 

 



 

 

129 
 

 
 

 



 

 

130 
 

 
 

 



 

 

131 
 

 
 

 



 

 

132 
 

 
 

 



 

 

133 
 

 
 

 



 

 

134 
 

 
 

 



 

 

135 
 

 
 

 



 

 

136 
 

 
 



 

 

137 
 

 
 



 

 

138 
 

 
 

 



 

 

139 
 

 
 

 



 

 

140 
 

 
 

 



 

 

141 
 

 
 

 



 

 

142 
 

 
 

 



 

 

143 
 

 
 



 

 

144 
 

 
 

 



 

 

145 
 

 
 



 

 

146 
 

 
 

 



 

 

147 
 

 
 

 



 

 

148 
 

 
 

 



 

 

149 
 

 
 

 



 

 

150 
 

 
 

 



 

 

151 
 

 
 

 



 

 

152 
 

 
 

 



 

 

153 
 

 
 

 



 

 

154 
 

 
 

 



 

 

155 
 

 
 

 



 

 

156 
 

 
 

 



 

 

157 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outros Artigos 



 

 

158 
 

 
 

 



 

 

159 
 

 
 



 

 

160 
 

 
 

 



 

 

161 
 

 
 



 

 

162 
 

 
 

 



 

 

163 
 

 
 

 



 

 

164 
 

 
 

 



 

 

165 
 

 
 

 



 

 

166 
 

 
 

 



 

 

167 
 

 
 

 



 

 

168 
 

 
 

 



 

 

169 
 

 
 

 



 

 

170 
 

 
 

 



 

 

171 
 

 
 

 



 

 

172 
 

 
 



 

 

173 
 

 
 

 



 

 

174 
 

 
 

 



 

 

175 
 

 
 

 



 

 

176 
 

 
 



 

 

177 
 

 
 

 



 

 

178 
 

 
 

 



 

 

179 
 

 
 

 



 

 

180 
 

 
 

 

 


