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RESUMO

Diversos métodos sdo utilizados para o diagnostico laboratorial da doenca de
Chagas. Na fase aguda da doenca, os tripomastigotas sanguineos podem ser
detectados por meio de métodos parasitoldgicos diretos, nos quais os parasitas sao
identificados diretamente no sangue do paciente. Nesta fase também podem ser
empregados métodos parasitoldogicos indiretos como xenodiagnostico e
hemocultura, além de métodos moleculares como a PCR, que detectam o DNA do
parasito. Os testes soroldgicos séo utilizados rotineiramente no diagndstico da fase
cronica e baseiam-se da deteccdo de imunoglobulinas especificas contra o T. cruzi,
tais como os testes de fixacgdo de complemento, hemaglutinagcdo e
imunofluorescéncia. Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento das
principais técnicas utilizadas na rotina diagnostica da Doencga de Chagas.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi, Doenca de Chagas, diagnostico

ASSESSMENT OF THE DIAGNOSTIC METHODS FOR CHAGAS’ DI SEASE

ABSTRACT

Several methods are used for the laboratory diagnosis of Chagas disease. In the
acute phase of illness, blood trypomastigotes can be detected by direct
parasitological methods, in which parasites are identified directly in the patient's
blood. This phase also can be used as indirect parasitological methods
xenodiagnosis and blood culture, and molecular methods such as PCR, which detect
the DNA of the parasite. Serological tests are used routinely in the diagnosis of
chronic phase and are based on the detection of specific immunoglobulins against T.
cruzi, such as tests complement fixation, hemagglutination and immunofluorescence.
This study aimed to survey the main techniques used in routine diagnosis of Chagas
disease.
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INTRODUCAO

A tripanosomiase americana ou Doenca de Chagas foi descoberta pelo
cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas em 1909, sendo descrito
por este, a doenca, 0 agente etioldgico, 0s transmissores e reservatorios domeésticos
e silvestres, parte da patogenia e sintomatologia (CHAGAS, 1911).

A doenca €& causada pelo hemoprotozoario Trypanosoma cruzi, com
estimativas de que cerca de 10 milhdes de pessoas estejam infectadas ao redor do
mundo, a maioria na América Latina onde a doenca é endémica. Mais de 25 milhdes
de pessoas vivem nas areas de risco e estima-se que 10.000 morreram em
consequéncia da doenca em 2008 (WHO, 2008). Tem graves consequéncias socio-
econdmicas, por se tratar de uma enfermidade crénica debilitante e incapacitante.

Trypanosoma cruzi

A espécie Trypanosoma cruzi faz parte do reino Protozoa, filo Euglenozoa,
classe Kinetoplastidea, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e
género Trypanosoma. Apresenta grande diversidade biolégica e bioquimica, que
caracteriza as diferentes cepas existentes. Pode ser encontrada em diferentes
hemipteros e animais silvestres e domésticos os mais variados.

Os insetos vetores sao da classe Hemiptera, familia Reduvidae e subfamilia
Triatominae. Todas as espécies de triatomineos sdo passiveis a infeccdo pelo T.
cruzi por qualquer de seus estagios evolutivos, através da succdo de sangue de
mamiferos infectados. A espécie Triatoma infestans é um dos principais vetores de
T. cruzi, especialmente no Brasil, em parte, por ser esta espécie extremamente
domiciliada, vivendo no microclima das habitacbes humanas.

O ciclo evolutivo do T. cruzi envolve dois tipos de hospedeiros, um
invertebrado e outro vertebrado, e trés formas evolutivas bem caracteristicas, que
sdo: a) amastigota, forma replicativa no hospedeiro vertebrado encontrado no
interior das células infectadas; b) tripomastigota, forma infectiva encontrada no
sangue circulante de vertebrados e nas fezes do vetor invertebrado, onde recebem
o nome de tripomastigotas metaciclicos; c) epimastigota, forma replicativa,
encontrada nos intestinos médio e posterior do vetor triatomineo contaminado
(TOMLINSON et al.,, 1994), forma esta que ndo é infectiva para o hospedeiro
vertebrado.

No hospedeiro vertebrado, o ciclo do T. cruzi inicia-se quando formas
tripomastigotas metaciclicas, eliminadas nas fezes e urina do inseto vetor, sédo
inoculadas na pele ou mucosas do vertebrado, através de lesdes ou arranhaduras,
onde serdo potencialmente capazes de invadir qualquer tipo celular. Logo apos a
penetracdo na ceélula, a forma tripomastigota pode ser encontrada no interior de um
vacuolo parasitéforo. Imediatamente, ha a transformacdo para as formas
amastigotas (BRENER, 1973), seguindo-se a ruptura do vacuolo e contato dos
amastigotas com as estruturas citoplasmaticas celulares. Estas formas iniciam um
processo de intensa multiplicacdo por divisdo celular binaria, apés o qual, sofrem
uma nova transformagdo para a forma tripomastigota. Através de movimentos
intensos dos tripomastigotas a ceélula sofre lise, havendo liberagcdo dos
tripomastigotas no espaco intercelular, podendo cair na corrente sanguinea. Estes
podem infectar outros tipos celulares, gerando um novo ciclo de amastigotas, ou
serem sugados pelo inseto vetor dando inicio ao ciclo invertebrado.

O ciclo no invertebrado tem inicio quando o sangue de animais infectados
contendo tripomastigotas € ingerido apds o repasto sanguineo. Estas formas sofrem
diferenciacdo no intestino médio e posterior do inseto, onde assumem uma forma

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.8, N.14; p.1587 - 2012



arredondada, denominada esferomastigota, e a forma de epimastigotas. Estas se
aderem na mucosa do 6rgao onde se multiplicam por sucessivas divisées binarias,
apos as quais migram para o reto. Neste local os epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos. Estas formas séo liberadas nas fezes e urina do inseto
(BRENER & ALVARENGA, 1976), penetrando no hospedeiro vertebrado,
reiniciando assim o ciclo (Figura 1).

wiF B Y

FIGURA 1. Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. Formas
tripomastigotas metaciclicas séo liberadas junto com as
fezes e urina do inseto vetor (1), penetrando na pele do
hospedeiro vertebrado através de arranhaduras (2), uma
vez na corrente sanguinea estas formas infectam
diversos tipos celulares, onde ha diferenciacdo para as
formas amastigotas (3). Estas diferenciam-se em
tripomastigotas podendo infectar novas células (4) ou
serem sugadas pelo vetor (5), diferenciando-se em seu
intestino para epimastigotas, onde multiplicam-se e
diferenciam-se na forma tripomastigota fechando o ciclo.

Fonte:(Modificado de http://www. who.int/tdr/diseases/chagas.htm,
2002).

A infeccdo pode ser adquirida por distintas vias de transmissao,
destacando-se: a) via vetorial, através do inseto vetor triatomineo, que corresponde
a 80-90% dos casos; b) transfusional, compreendendo de 5 a 20%, e c) congénita,
com 0,5 a 8% de incidéncia(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/diseaseinfo.htm,
2002). Outras formas de transmissdo como, por meio de acidentes laboratoriais e
hospitalares, transplante de orgaos, transmisséao oral, sexual e através de vetores
nao triatomineos (DIAS & COURA, 1997; SOUZA et al., 2008), sdo excepcionais e
nao apresentam significativa importancia em saude publica.

A interacdo parasito-hospedeiro mostra-se bastante dinadmica na doenca de
Chagas, como resultado de multiplos fatores ligados ao parasito (cepa e viruléncia),
ao homem (idade e sexo) e ao ambiente.

A infeccéo apresenta duas fases bem caracteristicas: a fase aguda, que tem
duracdo de um a dois meses, apresentando alta parasitemia. Nesta fase, que
corresponde a multiplicacdo do parasita, desenvolvem-se diversas reacdes
inflamatoérias no local da inoculagcdo, como reagfes de hipersensibilidade tardia na
mucosa dos olhos (Sinal de Romaria) e na pele (chagoma de inoculacao), além de
reacOes inflamatdrias agudas caracteristicas, como febre, esplenomegalia, entre
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outras. A deteccao é feita atraves de testes sorologicos diretos, como a avaliacdo de
titulos de IgM anti-T. cruzi no soro. ApoOs esta fase, a infeccdo € controlada
gradualmente por mecanismos imunoldgicos envolvendo o sistema complemento e
anticorpos especificos (BRENER, 1980). O decréscimo nos niveis de IgM e
aumento nos de IgG caracterizam a transicdo para a fase cronica da doenca (DIAS,
1984). A maioria dos casos agudos néo tratados evolui para a chamada forma
cronica indeterminada. Esta consiste na presenca da infec¢do, revelada por
sorologia e/ou métodos parasitolégicos indiretos, associada a auséncia de
sintomatologia e aos exames clinicos, eletrocardiograficos e radiolégicos (coracéao,
esbfago e célon) normais, podendo permanecer por toda a vida, em 50% dos casos,
de modo permanente, tendo muitas vezes sido chamada de forma laboratorial,
subclinica ou assintomética.

O estagio cronico € marcado por uma queda na parasitemia e, a auséncia
de parasitas na corrente sanguinea é devido ao aumento no nivel de anticorpos IgG,
especialmente da classe 1gG2 (BRODSKYN et al., 1989). A remoc¢ao dos parasitas
ocorre através de mecanismo fagocitico, dependente da por¢cdo Fc da
imunoglobulina (UMEKITA et al.,, 1988), e de receptores de complemento
dependente de fragmentos C3b ligados ao parasito (MOTA & UMEKITA, 1989). O
diagnoéstico é feito através de sorologia convencional, como imunofluorescéncia
indireta, ELISA, hemaglutinacdo e fixacdo de complemento, sendo necessarios
meétodos indiretos para a amplificacdo do parasita, como xenodiagndstico,
hemocultura e PCR (GOMES et al., 2009).

RESPOSTA IMUNE

A infeccao pelo T. cruzi, semelhante ao que ocorre em outras infecgdes por
micro-organismos patogénicos intracelulares, mobiliza diversos mecanismos
efetores do sistema imune, havendo a ativacao de fatores relacionados a imunidade
inata e a imunidade adquirida. Consequentemente, o parasita passa a ser
continuamente combatido, e tem sua multiplicacdo reduzida nos tecidos do
hospedeiro. No entanto, a persisténcia indefinida do parasita, leva a uma atividade
prolongada do sistema imune, culminando no aparecimento de lesdes teciduais e,
eventualmente a alteragcdes funcionais musculares e nervosas, caracteristicas da
Doenca de Chagas. As células e mecanismos efetores do sistema imune seriam
entdo responsaveis, tanto pelo controle da multiplicagcdo do parasita nos tecidos
como pelas lesdes locais resultantes da atividade antiparasitéaria.

O complexo ciclo de vida do T. cruzi envolve o surgimento de uma série de
caracteristicas que permitem a sua sobrevivéncia nos diversos microambientes no
inseto vetor e no hospedeiro vertebrado. As formas infectantes para o hospedeiro
vertebrado desenvolveram diversos mecanismos que permitissem a sua
sobrevivéncia no meio hostil, representado pelas células e pela corrente sanguinea
do hospedeiro, como a expressdo de moléculas em sua superficie com capacidade
de interferir na ativacdo das vias classica e alternativa do Sistema Complemento
(ANSA-ADDO & INAL, 2010). Outros mecanismos de evasao utilizados sdo a
renovacdo de moléculas de superficie através de vias endociticas que auxiliam o
parasito a livrar-se de anticorpos ligados a sua membrana (TEIXEIRA & SANTANA,
1989), e a liberacdo de imunocomplexos ligados a membrana mediada por clivagem
de glicoproteinas ancoradas através de ancoras de glicosil fosfatidil inositol (GPI),
mediada por fosfolipases (ALMEIDA et al., 1994).

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.8, N.14; p.1589 - 2012



DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

Na fase aguda da doenca de Chagas, os tripomastigotas sanguineos podem
ser detectados apenas através de métodos parasitolégicos diretos, nos quais 0s
parasitas sao identificados diretamente no exame de sangue do paciente. Nesta
fase também podem ser empregados métodos parasitoldégicos indiretos como
xenodiagnéstico, hemocultura e PCR (AVILA et al., 1993; GOMES et al., 2009).

Os testes sorologicos sdo utilizados rotineiramente no diagnostico da fase
cronica e baseiam-se da deteccdo de imunoglobulinas especificas contra o T. cruzi,
tais como os testes de fixacgdo de complemento, hemaglutinagdo e
imunofluorescéncia. Estes ensaios detectam os chamados anticorpos da sorologia
convencional (ASC) dirigidos contra componentes citoplasmaticos ou de superficie
de T. cruzi.

Anticorpos de reatividade distinta dos ASC foram identificados em
camundongos experimentalmente infectados e denominados anticorpos liticos ou
protetores (AL) (KRETTLI & BRENER 1982). Estes anticorpos apresentam as
seguintes caracteristicas: (a) sdo especificos contra tripomastigotas, reconhecendo
e ligando-se apenas em tripomastigotas vivos; (b) induzem a lise mediada por
complemento em tripomastigotas; (c) indicam a presenca de infeccéo crbnica ativa.
O soro de pacientes chagéasicos crénicos possui anticorpos liticos que reconhecem
antigenos presentes somente na superficie de tripomastigotas vivos. Tais anticorpos
podem ser detectados por citometria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995) ou por
teste de lise mediada por complemento (KRETTLI & BRENER, 1982).

A seguir faz-se uma breve descricdo dos principais métodos parasitologicos
e imunoldgicos utilizados no diagnoéstico da doenca de Chagas.

METODOS PARASITOLOGICOS DIRETOS
Exame de sangue a fresco: € um processo amplamente utilizado durante a fase
aguda, na qual uma gota de sangue (geralmente da polpa digital) é coletada e
examinada em microscopio 6ptico com aumento de 400X. Todos os campos da
lamina devem ser analisados, afim de que se possa evidenciar a presenca do
parasita (GOMES, 1996).

Gota espessa: nesta técnica a visualizacdo dos parasitas fica mais evidenciada em
comparacao ao exame de sangue a fresco. Duas ou trés gotas de sangue sédo
depositadas em 1 cm® de uma lamina, as hemécias s&o lisadas e a lamina é corada
pelo método de Giemsa. A observacdo € realizada com o auxilio da objetiva de
imersdo, procurando os parasitas por todos os campos da lamina (LUQUETTI &
RASSI, 2000).

Esfregaco: devido & baixa sensibilidade em comparacdo com os outros métodos
parasitologicos, este método tem sido pouco utilizado na rotina laboratorial. E
principalmente indicado para o estudo morfologico dos tripanossomas encontrados
no exame de sangue fresco e/ou gota espessa para identificacdo da espécie.
Giemsa e Leishman sdo os corantes utilizados nesta técnica (RASSI, 1992) (Figura
2).
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FIGURA 2. Formas tripomastigotas visualizadas
em esfregago sanguineo.
Fonte: Ministério da Saude, 2005.

Método de Strout: trata-se de uma técnica que visa a concentracdo de parasitas no
sedimento e sua finalidade € aumentar a sensibilidade para evidenciar o T. cruzi em
amostras de sangue. Amostras de 10 mL de sangue sédo coletadas por puncao
venosa, deixado em repouso para que ocorra retracdo do coagulo. Centrifuga-se a
amostras por um periodo de trés minutos a 160 x g. O sobrenadante é submetido a
uma centrifugacdo de alta velocidade. Uma gota deste sedimento é analisada
diretamente no microscopio. Se comparado com outros métodos de concentracéao,
este apresenta sensibilidade superior, com cerca de 96,2% de positividade em
casos agudos humanos. Uma modificacdo do método tem sido proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude, na qual o sangue € coletado em tubo capilar,
centrifugado e a interface entre as hemacias e a camada de leucdcitos € coletada e
examinada ao microscopio optico (LUQUETTI & RASSI, 2000).

METODOS PARASITOLOGICOS INDIRETOS
Na fase crbnica da doenca de Chagas o uso de métodos parasitologicos
diretos é pouco confiavel, devido principalmente a baixa parasitemia. Faz-se
necessario, portanto a utilizacdo de meétodos indiretos, como o xenodiagnostico e a
hemocultura para que se estabeleca a ocorréncia ou nao dos parasitas.

Xenodiagnéstico: este método consiste em investigar a presenca de parasitas nas
fezes e/ou conteudo intestinal dos insetos vetores, mantidos em laboratorios, e
alimentados com sangue de individuos que serdo testados. E bastante utilizado
para se verificar a infec¢cdo chagasica ndo somente em humanos, mas também em
animais. Quatro caixas contendo 10 triatomineos cada, fechada em um de seus
lados por uma fina rede sdo colocadas sobre a face ventral do antebraco do
paciente por cerca de 30 minutos. Antes da realizacdo deste exame é necessario
gue os triatomineos sejam mantidos em jejum prévio por um periodo de duas
semanas. Apés a alimentagdo com sangue do paciente, os insetos devem ser
mantidos a uma temperatura entre 25 e 30° C e umidade relativa de
aproximadamente 85% na auséncia de luz. O exame fecal ou do conteudo intestinal
sera feito apos 30-60 dias para pacientes em fase crbnica e 10-30 dias para
pacientes em fase aguda (BRITTO et al., 2001).
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Hemocultura: existe uma grande variedade de meios de cultura nos quais o T. cruzi
pode multiplicar-se abundantemente, tais como os meios difasicos com base de
agar sangue (NNN) e outros. Meios liquidos como o LIT (“liver infusion tryotose”),
BHI (“barin heart infusion”) e o meio Waren’s sdo também empregados. Esta técnica
por varios anos néo foi rotineiramente utilizada, pois se tratava de um método de
baixa sensibilidade. Modificagbes na técnica tais como a coleta de maiores
guantidades de sangue, enriquecimento do “creme” leucocitario, prolongamento do
tempo de cultivo e realizacdo de hemocultura seriada elevaram a sensibilidade para
cerca de 94% (LUZ et al., 1994).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): este método consiste em amplificar
através da reacdo em cadeia da polimerase, sequéncias de DNA especificas do
parasita presente no sangue periférico e/ou tecidos de individuos ou animais
infectados pelo T. cruzi (Figura 3). Apés a coleta do sangue, o DNA total é extraido
e amplificado utilizando-se iniciadores especificos previamente estabelecidos
(SANCHEZ et al., 2005). Também a utilizada a técnica de PCR em tempo real que
permite a quantificacdo das sequéncias de DNA do parasito amplificadas (DUFFY et
al., 2009). A utilizacao da técnica da PCR tem se mostrado promissora na avaliacao
do nivel de parasitemia dos pacientes em fase cronica submetidos ao tratamento
com medicamentos (BRITTO et al., 2001; ZALUNTAY et al., 2004; DUFFY et al.,
2009).
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FIGURA 3. Esquema representativo da amplificacédo
do DNA na PCR.

Fonte:
<http://acccn.net/Bio/book/BearFlag45/Bio
logylA/LectureNotes/lec24.html>
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Métodos Imunoldgicos

Os métodos imunoldgicos sdo de extrema importancia para o diagnéstico
clinico da doenca de Chagas, especialmente na fase cronica da doenca. Os testes
imunologicos oferecem facilidade de execucdo e resultados em curtos prazos de
tempo, diferentemente dos métodos parasitolégicos mencionados. Estes testes
baseiam-se principalmente na presenca de IgG e IgM especificos, que comecam a
surgir na segunda ou terceira semana apoés a infeccdo e permanecem detectaveis
durante toda a fase cronica.

Embora os testes imunolégicos exibam alta sensibilidade, é comum a
observacdo de problemas de especificidade devido as reacdes cruzadas com
antigenos de outros parasitas, principalmente com os do género Leishmania. Por
esta razdo € critério da Organizacdo Mundial de Saude a obrigatoriedade de
concordancia em pelo menos dois de trés testes imunologicos realizados nas
mesmas amostras para definir a presengca de anticorpos anti- T. cruzi. Outro
questionamento com relacdo aos testes sorologicos é o fato destes detectarem
somente a presenca de anticorpos e nao a presenca do proprio parasita. Esta € uma
importante consideragéo particularmente na escolha de testes de monitoramento de
pacientes submetidos a tratamento quimioterapico.

Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC): este ensaio baseia-se na interacao
entre antigenos de T. cruzi e anticorpos do soro de pacientes chagasicos, seguida
pela fixacdo do terceiro componente do sistema complemento (C3), levando a
formacdo da C3 convertase (C3Bb). O soro a ser testado é inativado por
temperatura, diluido em série e adicionado a uma placa de microtitulacdo
previamente sensibilizada com antigenos de T. cruzi. Se houver anticorpos
presentes no soro, ocorrera a formacgéo de imunocomplexos. A seguir € adicionada
em cada poco uma fonte de Complemento geralmente proveniente de cobaia ou
coelho. O passo seguinte é a adicdo em conjunto de heméacias de carneiro e
anticorpos contra estas células (sistema indicador ou hemolitico). Se houver
Complemento livre no meio, as hemacias serdo lisadas, mas se o Complemento
estiver ligado aos imunocomplexos nao ocorrerd hemolise e a reacdo sera
considerada como positiva para T. cruzi (Figura 4). Trata-se de uma técnica
bastante dispendiosa, envolvendo varias etapas, baixos indices de especificidade e
sensibilidade em relagcdo a outros testes soroldgicos, ndo sendo mais utilizada de
1995 (GADELHA et al., 2003).
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FIGURA 4. Representacdo esquematica da Reacdo de Fixacdo do
Complemento.

Fonte: <
http:/iwww1.fccj.org/rpegg/mcb2010c/Cowan_HTML/chapter_17
ppt_revl files/frame.htm#slide0082.htm>

Hemaglutinacdo: consiste numa reacdo muito simples, mais rapida e sensivel que
o teste de fixacdo de complemento, na deteccao de anticorpos anti- T. cruzi no soro
de individuos infectados. Baseia-se na aglutinacdo de hemacias de carneiro,
recobertas com antigenos citoplasmaticos de T. cruzi em presenca de soro que
contenham anticorpos para este parasita (FUCHS et al., 1980). Havendo anticorpos
anti-antigenos de T. cruzi, os mesmos formardo ligacbes entre as hemacias,
interagindo com o0s antigenos na sua superficie. Assim visualmente ocorrera a
formacdo de um manto nas placas de microtitulacdo (Figura 5). Em virtude do baixo
custo, nitidez dos resultados e simplicidade de execucé&o tem sido amplamente
utilizada em situacbes de rotina. Entretanto, apesar deste teste apresentar alta
positividade, reacdes cruzadas com outras parasitoses, principalmente leishmaniose
sdo observadas. Geralmente é mais comum se encontrar titulos altos (superiores a
128), nos meses iniciais da infec¢do, podendo permanecer nestes niveis por anos.
Em casos de infec¢gdes muito recentes (30-45 dias), a hemaglutinacdo pode gerar
resultados negativos (GADELHA et al., 2003).
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The Tube Agglutination Test
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FIGURA 5. 'Representagéo esquemadtica do teste de Hemaglutinacgéo.
Fonte:<http://www1.fccj.org/rpegg/mcb2010c/Cowan_HTML/chapter_17 ppt_revl files/fram
e.htm#slide0082.htm>
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Imunofluorescéncia Indireta:  ha trés décadas esta reacdo tem sido amplamente
empregada no diagnostico laboratorial da doenca de Chagas. O antigeno €
preparado com formas epimastigotas de T. cruzi, que sao coletadas da cultura em
meio LIT na fase exponencial de crescimento, lavados e fixados em solucdo de
formol, paraformadeido e/ou liofilizado. Os anticorpos do soro de pacientes séo
colocados sobre uma lamina contendo antigenos de T. cruzi. Os anticorpos anti- T.
cruzi sado revelados com o uso de anticorpos anti-imunoglobulina (Ig) humana
conjugados a fluoresceina, e observados ao microscépio de fluorescéncia (Figura
6). O amplo uso deste método se deve principalmente as seguintes vantagens:
relativa facilidade de se obter reacdes padronizadas, alta sensibilidade, regularidade
dos resultados e a possibilidade de processamento simultineo de um grande
namero de amostras. A principal desvantagem é que a leitura é subjetiva nos casos
de baixos niveis de anticorpos (em casos de titulos muito baixos) havendo um
pequeno percentual de reacées cruzadas em torno de 0,1-1% (FERREIRA & AVILA,
2001).

Anticorpo 2 marcado com
fluorescéncia especifico parao

Anticorpo1
o a3 Resultado
- "l \6 \Fm = Emissdo de
> "5 » ! fluorescéncia
Y - -
Anticorpo NN
3' 1 no soro Positive
\\M
Antigeno - :ir;' o
desconhecido o g At ~“ - Sem emissao de
soro : ) _ fluorescéncia

- », b

Teste Indireto Negativo

FIGURA 6. Representacéo esquematica do teste de Imunofluorescéncia Indireta.
Fonte: Adaptado de <http://www1.fccj.org/rpegg/mcb2010c/Cowan_HTML/chapter_17_ppt_
revl files/frame.htm#slide0082.htm>
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ELISA: esta técnica consiste em detectar anticorpos contra o parasita através da
utilizacdo de um segundo anticorpo (anti-imunoglobulina humana produzido em
animais de laboratorio) conjugados a enzimas, que em presenca de susbtratos
especificos geram  produtos coloridos, cuja quantificacdo € feita
espectrofotometricamente (VOLLER, 1975) (Figura 7). Este método oferece alta
sensibilidade, utilizagdo de baixas quantidades de soro, processamento simultaneo
de varias amostras e finalmente facil uso em trabalhos realizados em campo. Um
dos principais problemas neste teste € a presenca de reac¢des falso-positivas, onde
o valor da densidade Optica lida no espectrofotdbmetro fica muito préximo a linha de
corte entre a amostra positiva e negativa (GADELHA et al., 2003).
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FIGURA 7. Representacdo esquematica do teste de

ELISA. Fonte:
<http://www.kabeveren.net/projecten/20040320/Scie
ntists.htm>

Western Blot: nesta técnica o antigeno de T. cruzi € submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida, para resolucdo das proteinas segundo o critério de massa
molecular. Apés transferéncia do material fracionado em gel para membranas de
nitrocelulose (Figura 8), segue-se como no procedimento da reacdo antigeno-
anticorpo semelhante ao método de ELISA. Os soros sdo colocados sobre as fitas
de nitrocelulose e no caso de uma reacdo positiva haverd o aparecimento de
bandas caracteristicas (MORGADO et al., 1989).
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FIGURA 8. Esquema representativo do teste de Western
blot.

Fonte:

<http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/We

sternblot.html>

Citometria de Fluxo: MARTINS-FILHO et al., (1995) propde a utilizacdo da técnica
para a deteccdo de anticorpos especificos do soro de pacientes chagasicos ligados
a antigenos de membrana de formas tripomastigotas vivas, a fim de que se pudesse
avaliar a eficacia da quimioterapia nestes pacientes. O método se mostrou bem
mais sensivel e preciso em relagdo ao teste de lise mediada por complemento. Os
resultados deste trabalho re-enfatizam a correlacdo entre a presenca de anticorpos
ligados a membrana do parasita e a presenca de infecgdo ativa. Algumas variagdes
mais modernas da técnica sdo amplamente utilizadas no diagnostico da doenca
(MARTINS-FILHO et al., 2002).

E relevante informar que na fase cronica da doenca o diagndstico
parasitolégico direto torna-se comprometido em virtude da auséncia de parasitemia,
neste caso, sao indicados os métodos parasitolégicos indiretos (xenodiagnostico —
ou hemocultura), todavia, apresentam baixa sensibilidade (20-50%). Assim, o
diagnéstico na fase crbnica é essencialmente sorologico e deve ser realizado
utilizando-se dois testes de principios metodoldgicos diferentes: um teste que
apresenta elevada sensibilidade, como no caso do ELISA utilizando antigeno total
ou fragbes semi-purificadas do parasito ou a Imunofluorescéncia, acompanhado de
outro com elevada especificidade, como o teste de ELISA utilizando antigenos
recombinantes especificos do T.cruzi, conforme descrito no fluxograma
representado na Figura 9.
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FIGURA 9. Fluxograma para a realizagdo de testes laboratoriais para a Doenca de
Chagas na fase crdnica. Fonte:(Adaptado de BRASIL, 2005).

A DOENCA DE CHAGAS NO EXAME PRE-ADMISSIONAL

Apesar do Brasil adotar medidas de combate ao Triatoma infestans, a doenca
de Chagas ainda é de alta prevaléncia, sendo importante causa de dias perdidos de
trabalho, perda de produtividade por absenteismo e elevado custo de assisténcia
médica no tratamento de suas complicagbes (BONET et al., 2003).

Atualmente, no pais, a posse em servico publico depende da avaliacdo da
aptidao fisica e mental do candidato. Discute-se muito sobre o uso racional de
exames complementares durante esse processo, dentre eles a solicitacdo de
exames sorolégicos para diagnostico de doenca de Chagas, referindo-se sobre a
incapacidade laboral do portadores (SANTOS, 2006). Vale destacar que esta
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solicitacdo de exames varia conforme regido e areas endémicas para determinadas
patologias.

O brasileiro com diagnostico doenca de Chagas na forma indeterminada (FI)
frequentemente se encontra num limbo em relacdo ao mercado de trabalho e a
Previdéncia Social, considerando que, por um lado, € discriminado quando de sua
admissdo por exames sorolégicos positivos, e, por outro, onera a Previdéncia
reivindicando beneficios que a lei Ihe garante, mas que o retornam a base da
piramide social da qual tentava sair com sua forga de trabalho.

Estudos realizados por LANNI & MADI (1997) demonstraram que a partir da
andlise de 160 pacientes com FI durante 14 anos, submetidos a avaliacfes clinicas
frequentes, monitorados por meio de eletrocardiograma semestrais e
ecocardiogramas anuais, 21% desenvolveram alteracbes eletrocardiograficas,
sendo apenas 9% atribuidas a doenca de Chagas, ja que envolviam achados mais
caracteristicos da doencga, como bloqueios de ramo, dentre outros. Em 9% foram
observadas alteracfes transitérias, com porcentagens superponiveis a populacéo
ndo chagasica, principalmente no que se refere as arritmias supraventriculares e
ventriculares. E, em relacdo a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo ao
ecocardiograma, observados anualmente e até mais frequentemente quando
necessario, manteve-se sempre dentro dos limites normais, nao havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os dados evolutivos, tanto no grupo sem
alteracdes eletrocardiograficas como no grupo com alteracdes eletrocardiogréficas,
ndo mostrando diferenca estatisticamente significativa. Estes estudos concluiram
portanto que esses pacientes ndo devem ser impedidos de levar uma vida normal
em todos os sentidos, inclusive no laborativo.

De acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(BRASIL, 2005), apesar da cardiopatia chagésica crénica constituir importante causa
de incapacidade laborativa em algumas regides do Brasil, pela benignidade da forma
indeterminada, ndo se justifica a pratica comum de solicitacdo de exames
sorolégicos no pré-admissional. Pois, nos casos de forma cardiaca da doenca, o
exame clinico minucioso, com especial atencdo ao aparelho cardiovascular, refere-
se ao componente basico da avaliacdo funcional. Nestes casos, demais exames
complementares, devem ser solicitados segundo as especificidades da atividade
laboral que o individuo ira exercer (SANTOS, 2006).

Assim, 0 exame admissional que inclui as rea¢des soroldgicas para Doenca
de Chagas apresenta elementos sugestivos de discriminacdo (WANDERLEY, 1998),
devendo esta pratica ser abolida. O fato das reacfes sorolégicas serem positivas
serve apenas como um alerta, ndo podendo impedir o individuo de exercer
plenamente sua atividade, quando apresentar eletrocardiograma e estudo
radiologico de torax normais (LANNI & MADI, 1997). Entretanto, em casos de
cardiopatia, é importante considerar as atribuicdes do cargo exercido, especialmente
a necessidade de esfor¢o fisico intenso ou continuado nessa atividade. Estudo
realizado por WANDERLEY (1998) constatou a existéncia de inadequacéo quanto a
capacidade de trabalho dos portadores de doenca de Chagas e a funcéo
desempenhada. Fatores como a idade do candidato também sé&o relevantes, tendo
em vista que a possibilidade de evolugédo da cardiopatia € maior quanto mais novo
for o individuo e vice-versa. Portanto faz-se necessario a adocdo de estratégias de
esclarecimento aos profissionais da area de saude referente a capacidade de
trabalho dos portadores de infeccdao pelo T.cruzi, bem como os peritos da
Previdéncia Social.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de se tratar de uma doenca que pode ser adquirida por distintas vias
de transmissdo (vetorial, transfusional, congénita, acidentes laboratoriais e
hospitalares, transplante de 6&rgaos, transmissdo oral, sexual e vetores nao
triatomineos), o ambiente com a presenca do hospedeiro intermediario ainda
demonstra-se como a principal causa de infec¢ao pelo Trypanosoma cruzi no Brasil.

Diversos sdo os métodos diretos e indiretos utilizados para o diagndéstico e
acompanhamento da doenca de Chagas, seja na fase crbnica ou aguda da
patologia. Atualmente, o diagndstico sorologico da infeccdo chagasica ainda
apresenta limitacbes no que diz respeito a presenca de resultados inconclusivos e
falso-positivos (devido a reacdes cruzadas com outras parasitoses). O
xenodiagndstico e a hemocultura sdo considerados como padrdo no diagndstico,
particularmente quando as provas soroldgicas sao inconclusivas, em pacientes
imunodeprimidos e no controle pos-terapéutico. As técnicas de PCR empregam
reagentes e aparelhagem dispendiosa e exigem treinamento especializado
apresentando-se, no entanto, como uma alternativa no controle pés-terapéutico pela
sua maior sensibilidade frente as provas parasitolégicas indiretas por essas terem
baixa sensibilidade com resultados negativos e por vezes inconclusivos apés
tratamento. Dada a sua elevada sensibilidade, para fins de estudos epidemiolégicos,
assim como para diagndéstico, a imunofluorescéncia indireta continua a ser usada até
0 presente, simultaneamente com a hemaglutinacao indireta a ELISA, sendo que os
trés sdo considerados testes convencionais, com os quais ha grande experiéncia em
todos os paises da América Latina.

Assim, fatores como custo-beneficio, material disponivel, agilidade no
diagnostico e a necessidade de busca do tratamento mais eficaz sédo essenciais na
escolha do melhor método a ser aplicado. Além disso, a solicitacdo de reacdes
sorolégicas para Doenca de Chagas em rotinas de exames admissionais sdo
discriminativas, devendo esta pratica ser abolida, considerando que um minucioso
exame clinico comparado a atividade laboral sédo suficientes.
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