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INTRODUCAO

0 Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é o agente causador da Doenca
de Chagas ou tripanossomiase americana, uma doenca
endémica nas Américas Central e do Sul e que foi descoberta
pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
em 1909. Este pesquisador descreveu a doenca, o agente
etioldgico, os insetos transmissores além dos reservatorios
domésticos e silvestres. O ciclo de transmissao da doenca de
Chagasestarepresentadonafigura 1.

A infeccao pelo T. cruzi pode se dar por via vetorial, via oral,
transfusional, através de transplante de drgaos, transmissao
congénita ou acidental. Apés a infeccao pelo T cruzi, o
individuo entra em uma fase aguda, caracterizada pela
presenca de parasitos no sangue periférico, podendo
apresentar ou nao sintomas como febre, fraqueza e algum
chagoma de inoculagdo. Apds um periodo que pode variar de
2-4 meses, através da acao do sistema imune, a parasitemia é
controlada e o individuo infectado entrard na fase cronica da
doenca de Chagas. A fase cronica pode ser assintomatica
(forma indeterminada) ou sintomdtica, acometendo drgaos
do sistema cardiovascular e/ou digestdrios (formas cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva).

A forma de diagndstico durante a fase aguda é a deteccao de
parasitos circulantes em exames parasitoldgicos diretos de
sangue periférico (exame a fresco, esfregaco, gota espessa) e a
presenca de anticorpos IgM anti-T. cruzi no sanque. Na fase
cronica, o diagndstico é feito pela deteccao de anticorpos IgG
anti-T. cruzi por trés testes soroldgicos de principios distintos,
sendo a Imunofluorescéncia Indireta (IFl), a Hemaglutinagao
(HE) e 0 ELISA os métodos recomendados.

Figura 1 - Representagdo esquemdtica do ciclo de transmissdo da
Doenca de Chagas pelo Trypanosoma cruzi.

Académicos do curso de Biomedicina da Universidade Federal

Professora da Disciplina de Imunologia Clinica da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS),
a doenca de Chagas acomete aproximadamente 10 milhdes
de pessoas e cerca de 120 milhdes estdao sob o risco de
infeccdo. Para confirmar a suspeita clinica da doenca e
triagem nos bancos de sanque, testes soroldgicos sao
utilizados. Os métodos de hemaglutinacao e imunoensaio
enzimdtico sao bastante utilizados para o diagndstico da
doenca de Chagas e serdo descritos a sequir.

HEMAGLUTINACAO INDIRETA
As hemdcias estao entre os melhores suportes de antigenos
para os testes de aglutinacdo. Na hemaglutinacdo indireta
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(HAI) elas sao suportes para antigenos que sao adsorvidos a
sua superficie, que para doenca de Chagas sao antigenos de
Trypanosoma cruzi, 0 agente etiol6gico da doenca. Sao usadas
hemdcias de aves que podem ser fixadas em formaldeido ou
glutaraldeido o que soluciona o problema da fragilidade e da
estocagem por longos periodos de tempo. Uma vez na
presenca de glutaraldeido, apds tratamento com dcido tanico,
essas hemdcias expoem cargas residuais e adsorvem as
proteinas e glicoproteinas com elevada estabilidade, aumen-
tando a quantidade de proteina adsorvida e tornando maiora
sensibilidade do sistema. Empregando antigenos purificados
obtém-se maior sensibilidade e especificidade.

E utilizada uma placa de microtitulacdo com fundo em V,
onde se adiciona a amostra, que se for reagente conterd
anticorpos anti-T. cruzi. Adiciona-se também os controles
positivo e negativo e as hemdcias sensibilizadas com anti-
geno aos pocos onde foram adicionados os trés itens
anteriores separadamente.

Figura 2 - Representagéo esquemdtica da reagGo
de hemaglutinagdo indireta (HAI).
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Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infografico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz.

ETAPA 3

A positividade do teste pode ser visualizada a olho nu e os
critérios de determinacdo dareatividade sao:

Amostra reagente: hemadcias distribuidas de maneira
homogénea, em forma de tapete ou manto, formado pela
malha de imunocomplexos Antigeno-Anticorpo, ocupando
areamaior do que 50% do fundo da placa.

Amostra nao reagente: hemdcias acumuladas em formas
debotdonofundodo poco.

Amostra indeterminada: qualquer padrdo diferente dos
anteriores. Esses trés critérios estdo demonstrados na
figura3.
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Figura 3 - Esquema de visualizagdo da reatividade das
amostras na HAI.

0 teste pode ser semi-quantitativo, titulando a presenca de
anticorpos utilizando diluicbes seriadas com o diluente.

A placa e todos os reagentes necessarios estao
presentes no kit CHAGAS - HAI - CAT. 510,
comercializado pela Gold Analisa.

ELISA

0 teste de ELISA (Enzyme-likedlmmunosorbentAssay) é
amplamente utilizado para realizar o diagndstico da Doenca
de Chagas, pois apresenta elevada sensibilidade, especifici-
dade, rapidez e baixo custo. Existem dois tipos de teste
de ELISA: o indireto e o sanduiche, sendo que para
diagnosticar a doenca de Chagas é realizado o teste indireto
(Figura 4). Esta técnica consiste em detectar anticorpos




contra o parasito, Trypanosoma cruzi, através da utilizacao de
um sequndo anticorpo (anti-imunoglobulina humana
produzido em animais de laboratdrio) conjugados a enzimas,
que em presenca de substratos especificos geram produtos
coloridos, cuja quantificacao é feita espectrofotometri-
camente. A reacdo pode ser avaliada como reagente, nao
reagente ou indeterminada a partir da absorbancia (ou
densidade dptica) obtida pelo espectrofotémetro em
comparagao ao cut-off (ponto de corte). Amostras com
valores acima do cut-off sao consideradas positivas, abaixo
negativas e amostras com valores em torno do cut-off,
chamada de zona cinza (borderline), sao consideradas
indeterminadas e nao se pode ter certeza do resultado.

Este teste pode ser utilizado em larga escala devido a sua
possibilidade de automatizacao como, por exemplo, 0 uso do
sistema VIDAS e o IMX. Sendo assim, o teste apresenta maior
reprodutibilidade, com menor chance de erros.

Figura 4 - Etapas de realizagdo do ELISA indireto.
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CONCLUSAO

Este estudo aponta dois tipos de técnicas utilizadas para
diagndstico da doenca de Chagas, sao elas: HEMAGLUTINA-
CAO e ELISA. Esses métodos possuem alta sensibilidade e
especificidade na pesquisa de anticorpos especificos, se com-
parado com outros testes que também sao utilizados para
o diagnéstico dessa doenca, como IMUNOFLUORESCENCIA
INDIRETA.
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