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RESUMO 
 
 
A doença de Chagas é uma patologia largamente distribuída pelo continente americano, onde 
afeta milhões de indivíduos e apresenta relevantes implicações médicas, sociais e econômicas. 
Clinicamente, a doença apresenta uma diversidade de manifestações. Na fase crônica da doença, 
os indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi podem ser assintomáticos ou podem apresentar 
complicações cardíacas e/ou digestivas. Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento da 
resposta imune no desenvolvimento e manutenção das formas clínicas crônicas da infecção 
chagásica. A resposta a isotipos específicos tem sido associada às diferentes manifestações 
clínicas da doença de Chagas. Com o objetivo de estabelecer um perfil isotípico capaz de 
diferenciar as formas clínicas da doença de Chagas, este estudo se propôs a investigar os níveis 
séricos de IgA no soro de pacientes chagásicos frente a dois antígenos recombinantes do T. cruzi. 
Para tanto, foram coletadas amostras de soro de 96 pacientes chagásicos selecionados no Hospital 
Universitário Oswaldo Cruz. Também foram coletadas amostras de soro de 14 indivíduos 
saudáveis, para estabelecimento do cut-off. Para detecção da IgA, placas de ELISA foram 
sensibilizadas com os antígenos recombinantes CRA ou FRA de T. cruzi. As amostras de soro 
foram depositadas em duplicata nos poços e a ligação dos anticorpos específicos foi detectada 
através do complexo biotina-estreptavidina-peroxidase. Os resultados foram expressos na forma 
de índices de reatividade. Verificou-se que os pacientes chagásicos apresentaram níveis séricos 
variados de IgA frente aos antígenos CRA e FRA. Entretanto, este isotipo específico para os dois 
antígenos recombinantes foi capaz de diferenciar os pacientes chagásicos portadores das formas 
digestiva e mista, pelos seus níveis séricos elevados, daqueles portadores das formas 
indeterminada e cardíaca. Ao avaliar o desempenho deste teste, observou-se que ele apresenta 
elevada especificidade e elevado valor preditivo positivo, podendo ser utilizado, após 
confirmação destes resultados em um estudo prospectivo, como um marcador de evolução clínica 
para as manifestações digestivas da doença de Chagas. A investigação de alterações precoces no 
sistema digestivo com marcadores séricos pode ser uma boa maneira de auxiliar os médicos no 
acompanhamento e redirecionamento das condutas terapêuticas de pacientes chagásicos crônicos.  
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ABSTRACT 
 
 

Chagas disease is widely distributed throughout the American continent, where affects millions 
of individuals and presents significant medical, social and economic implications. Clinically, the 
disease presents a variety of manifestations. In the chronic phase of the disease, the individuals 
infected by Trypanosoma cruzi may have the absence of symptomology or may present cardiac 
and/or digestive complications. Several studies have demonstrated the involvement of the 
immune response in the development and maintenance of chronic clinical forms of Chagas 
disease. It is known that the response to specific isotypes has been associated to different clinical 
manifestations of Chagas disease. The aim of this study was to investigate if serum levels of IgA 
in serum of chagasic patients against two recombinant antigens of T. cruzi were able to establish 
an isotype profile able to differentiate the clinical forms of Chagas disease. Serum samples from 
96 chagasic patients selected at the Oswaldo Cruz University Hospital were collected. Serum 
samples from 14 healthy individuals were also collected to establish the cut-off point. In order to 
detect IgA, wells of ELISA plates were coated with the antigens CRA or FRA of T. cruzi. Serum 
samples were added in duplicate to each well and specific binding was detected using the biotin-
streptavidin-peroxidase complex. The results were expressed in the form of a reactivity index. It 
was found that chagasic patients have varying levels of IgA against the CRA and FRA antigens. 
However, this specific isotype for the both recombinant antigens was able to differentiate patients 
with digestive and cardio-digestive forms of Chagas disease, by their elevated serum levels, from 
those with the indeterminate and cardiac forms. The diagnostic performance of this test shows 
that it has high specificity and high positive predictive value, so, after confirmation of these 
findings in a prospective study, it can be used as an immunological marker for the digestive 
involvement of Chagas disease. The investigation of early alterations in the digestive system 
using serum markers could improve management and treatment of chronic chagasic patients. 
 
 
Key words: Chagas disease, Immunoglobulin A, Trypanosoma cruzi 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A doença de Chagas é uma patologia largamente distribuída pelo continente 

americano, onde afeta milhões de indivíduos e apresenta relevantes implicações médicas, 

sociais e econômicas (JUNQUEIRA JUNIOR, 2006). Estima-se que a prevalência mundial da 

doença de Chagas é de cerca de 12 milhões de casos e que aproximadamente 28 milhões de 

pessoas estão sob o risco da infecção (DIAS et al., 2008). 

 O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, é um patógeno 

intracelular obrigatório, que infecta vários tipos celulares, principalmente macrófagos, 

fibroblastos, células do miocárdio, gliais e reticuloendoteliais (LIEKE et al., 2006). O agente 

etiológico é transmitido entre humanos através de insetos hematófagos, popularmente 

conhecidos pelo nome de barbeiros. A transmissão também pode ocorrer sem a intervenção 

do vetor, por via transfusional, congênita, oral, por transplantes de órgãos contaminados ou 

acidentes de laboratórios (LANA; TAFURI, 2005). 

 As manifestações clínico-laboratoriais da doença a dividem em duas fases, uma aguda 

e a outra crônica. A fase aguda dura, em média, de um a três meses após a infecção e é 

caracterizada por uma intensa parasitemia e baixos níveis de anticorpos, sendo imperceptível 

em grande parte dos indivíduos, devido à escassez ou ausência de manifestações clínicas. Os 

indivíduos infectados pelo T. cruzi que passam pela fase aguda da doença entram na fase 

crônica, que é marcada pela escassez de parasitos no sangue e pelos elevados títulos de 

anticorpos (GOMES, 1996). A expressão clínica da doença Chagas em sua fase crônica varia 

de pacientes assintomáticos até cardiopatas com falha cardíaca grave ou a formação de 

megaesôfago e/ou megacólon (LANA; TAFURI, 2005). 

 A progressão da infecção chagásica e o desenvolvimento de diferentes formas clínicas, 

com diferentes graus de gravidade, estão relacionados à complexa relação existente entre o 

parasito e o hospedeiro. Embora muitos conhecimentos tenham sido adquiridos em relação à 

imunopatologia da doença de Chagas, importantes aspectos ainda não foram esclarecidos. 

Pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que favorecem a predisposição a uma determinada 

forma clínica nos indivíduos chagásicos crônicos (DUTRA et al., 2005). 

 Estudos prévios sugerem a existência de uma relação entre o reconhecimento 

específico de antígenos do parasito e a resposta imune gerada pelo hospedeiro frente a esses 

antígenos, com as formas clínicas da doença. Portanto, a detecção de um isotipo particular de 
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anticorpo pode ser um dos fatores correlacionados com as manifestações clínicas da infecção 

chagásica (MORGAN et al., 1998). 

 Com o objetivo de diferenciar os pacientes chagásicos com potencial de evolução para 

as formas clínicas severas, alguns grupos de pesquisa tentam associar um padrão de 

imunoglobulinas frente a um ou mais antígenos de T. cruzi que sejam capazes de diferenciar 

as formas clínicas e predizer seu potencial evolutivo (CORDEIRO et al., 2001; 

MICHAILOWSKY et al., 2003; ZAUZA; BORGES-PEREIRA, 2001). Primavera et al. 

(1988), por exemplo, sugerem que a presença de anticorpos IgA específicos para a forma 

amastigota do parasita está relacionada com o desenvolvimento de manifestações digestivas. 

No entanto, apesar de alguns trabalhos terem estudado a resposta imune humoral de pacientes 

chagásicos crônicos, existe uma grande diversidade de resultados obtidos, provavelmente 

porque poucos estudos foram realizados com antígenos puros de T. cruzi. 

 A utilização de antígenos puros e quimicamente definidos e que sejam específicos do 

parasito é sugerida por alguns autores como um meio seguro para fornecer uma maior 

confiabilidade aos resultados na identificação de moléculas-chave desta complexa interação 

parasito-hospedeiro (CERBAN et al., 1993; LORCA et al., 1992; MOTRAN et al., 1994). 

 Através desta abordagem, o presente estudo se propôs a investigar a resposta imune 

humoral de pacientes chagásicos crônicos frente a dois antígenos recombinantes do T. cruzi, 

na tentativa de relacioná-la com as formas clínicas crônicas da doença de Chagas. Esses dois 

antígenos, obtidos através da tecnologia do DNA recombinante, apresentam uma estrutura de 

epítopos repetitivos e tiveram sua nomenclatura definida de acordo com a sua localização 

celular. São eles o Cytoplasmic Repetitive Antigen (CRA), expresso no citoplasma das formas 

epimastigota e amastigota do T. cruzi, e o Flagellar Repetitive Antigen (FRA), localizado na 

região do flagelo adjacente ao corpo das formas epimastigota e tripomastigota do T. cruzi 

(KRIEGER et al., 1992). 

 Verçosa et al. (2007), estudaram o perfil isotípico das Imunoglobulinas G (IgGs) de 

pacientes chagásicos crônicos frente aos antígenos CRA e FRA e observaram que o isotipo 

IgG2 é capaz de diferenciar indivíduos chagásicos com manifestações cardíacas da doença 

daqueles assintomáticos quando se utiliza o antígeno recombinante FRA. Os autores sugerem 

que este isotipo pode servir como um provável marcador de evolução clínica para o dano 

cardíaco. No entanto, até o presente momento, não se sabe se os demais isotipos de 

imunoglobulinas podem ser utilizados para fazer associações com o estado clínico dos 

pacientes, diante da utilização dos antígenos recombinantes CRA e FRA.  
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 Assim, considerando que o desenvolvimento de uma resposta imune humoral 

específica para antígenos de T. cruzi pode estar relacionada com a progressão para as formas 

clínicas da doença de Chagas e que os antígenos recombinantes CRA e FRA podem ser 

utilizados para fazer esta associação, a proposta deste trabalho foi investigar os níveis séricos 

de IgA em pacientes chagásicos crônicos frentes a estes antígenos e associá-los com as 

diferentes manifestações clínicas da doença. 
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2 ASPECTOS GERAIS SOBRE A DOENÇA DE CHAGAS 

 

 

2.1 História 

 

 

 Em 1909, Carlos Chagas, pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), comunicou ao 

mundo científico a descoberta de uma nova doença humana, a tripanossomíase americana. No 

ano anterior, Chagas já havia sido capaz de identificar seu agente causal - o protozoário 

flagelado que denominou de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz - e o inseto 

transmissor, conhecido como barbeiro. A “tripla descoberta” de Chagas, considerada única na 

história da medicina, constitui um marco na história da ciência brasileira (KROPF, 2000). 

Posteriormente, a doença foi então denominada mal de Chagas, enfermidade de Chagas ou 

simplesmente doença de Chagas. 

 A descoberta desta doença foi uma das mais completas e bem sucedidas do ponto de 

vista global na história da medicina. O trabalho de Carlos Chagas é único e lhe conferiu duas 

indicações oficiais à maior premiação mundial em ciência, o Nobel, em 1913 e 1921. Admite-

se que a não premiação do genial cientista em 1913 possa ter ocorrido em razão da forte 

oposição que ele enfrentou no Brasil por parte de alguns médicos e pesquisadores da época, 

que chegaram a questionar a existência da doença de Chagas, e que, portanto, teriam 

influenciando a decisão do Comitê Nobel para não premiá-lo. Em 1921, ocorreu um fato 

estranho: não houve prêmio Nobel para a área de Fisiologia ou Medicina e Carlos Chagas 

teria sido o único cientista indicado à premiação nesse ano (PITTELLA, 2009). 

 Apesar de não ter sido condecorado com o Nobel, Carlos Chagas teve seu trabalho 

reconhecido e admirado por vários pesquisadores e instituições nacionais e internacionais, 

tendo sido laureado com inúmeras distinções (PITTELLA, 2009). Em 2009, através de vários 

eventos promovidos pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), se comemorou o centenário de 

descoberta da doença de Chagas, onde se prestaram várias homenagens ao brilhante cientista 

brasileiro por sua descoberta e pelas suas contribuições no estudo da infecção pelo T. cruzi.  
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2.2 Epidemiologia 

 

 

 Apesar de estarmos no ano centenário de seu descobrimento e de muitos avanços 

terem sidos realizados no combate a doença de Chagas, principalmente o controle vetorial, 

esta patologia ainda representa um grande problema de saúde pública. Esta enfermidade é 

circunscrita à América Latina, sendo considerada endêmica em 18 países (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2002) (Figura 1). Segundo estimativa de Dias et al. (2008), a 

prevalência atual da infecção humana pelo T. cruzi é de cerca de 12 milhões de casos e 

aproximadamente 28 milhões de pessoas estariam sob o risco de contrair a infecção.  

 

 
Figura 1. Distribuição mundial da doença de Chagas  

Fonte: Morel; Lazdins (2003) 
 

 A doença de Chagas constituiu por vários anos, desde sua descrição, uma endemia 

predominantemente rural, de distribuição exclusiva nas Américas, atingindo áreas específicas, 

intimamente associadas ao subdesenvolvimento social e econômico. Migrações para áreas 

urbanas durante as três últimas décadas do século XX mudaram o padrão epidemiológico 

tradicional, passando ser a doença também uma endemia urbana. Atualmente, a doença de 
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Chagas é um problema mundial, com diversos casos notificados em países considerados não 

endêmicos, como Espanha, Estados Unidos e Canadá, os principais destinos dos imigrantes 

latinos. Problemas econômicos e políticos estimulam a migração e favorecem a propagação da 

doença dos países endêmicos para os países desenvolvidos. Nos países não endêmicos, a 

transmissão ocorre principalmente por transfusão sanguínea, transplante de órgãos e através 

da via congênita (PIRON et al., 2008; SCHMUNIS, 2007). 

 Em 1950, o Brasil iniciou seu Programa Nacional de Controle Vetorial da Doença de 

Chagas, tendo alcançado sua maior cobertura nas décadas de 70 e 80. Na década de 70 foi 

delimitada a área onde havia risco de transmissão para o restante do país, através de inquéritos 

entomológicos e de soroprevalência da infecção na população humana, já como parte da 

rotina de operações para o controle da endemia. Em meados dos anos 80, com o programa 

francamente consolidado, o impacto foi altamente positivo, com redução drástica dos índices 

triatomínico-tripanossômicos ao longo da área endêmica (DIAS et al., 2008). Desapareceram 

os jovens e crianças infectados, chegou-se a um rigoroso controle transfusional, e a 

prevalência da infecção baixou consideravelmente. Em junho de 2006, o Brasil recebeu uma 

certificação relativa à eliminação da transmissão da doença de Chagas pelo principal vetor 

(Triatoma infestans) e pela via transfusional, concedida pela OPAS (Organização Pan-

Americana da Saúde) (DIAS, 2006). 

 Com o sucesso das medidas adotadas para o controle das transmissões vetorial e 

transfusional, estima-se hoje que o Brasil possua de 2 a 3 milhões de pessoas infectadas pelo 

T. cruzi (DIAS et al., 2008; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2002). As medidas 

de controle adotadas modificaram consideravelmente a epidemiologia da doença, não só no 

que diz respeito à sua prevalência e incidência, mas também às suas formas de transmissão. 

Estudos atuais mostram prevalência da infecção humana no Brasil inferior a 0,2%, sendo o 

perfil epidemiológico do paciente com doença de Chagas o de um indivíduo adulto, de origem 

rural, de baixo nível instrucional e vivendo em centros urbanos no chamado extrato terciário 

de trabalho (DIAS, 2007). 

 A mortalidade precoce e invalidez causada pela doença de Chagas resultam em uma 

perda econômica devastadora nas Américas. Em 1995, esta perda foi estimada em 8 milhões 

de dólares, que é equivalente a 2,5% da dívida externa da América Latina. No Brasil, entre 

1979 e 1981, cerca de 300 milhões de dólares foram gastos com o acompanhamento e 

tratamento de pacientes chagásicos, segundo estimativa baseada no número total de casos da 

doença no período (MONCAYO, 2003). De acordo com Hotez et al. (2007), 14 mil mortes 
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anuais estão associadas a doença de Chagas globalmente, constituindo esta endemia a sexta 

doença tropical negligenciada mais importante do mundo. 

 A ausência de políticas públicas voltadas para o desenvolvimento de ações para os 

casos crônicos impede a implantação de estratégias para notificar, quantificar e qualificar as 

informações. Da mesma forma, a falta de notificação compulsória impossibilita qualquer 

estimativa mais acurada de prevalência e incidência, desconhecendo-se assim a real dimensão 

do problema no Brasil e no mundo atualmente. (COURA; DIAS, 2009) 

 

 

2.3 Transmissão 

 

 

 A forma clássica de transmissão da doença de Chagas, como descrita por Carlos 

Chagas, é a vetorial, através de insetos hematófagos, da família Reduviidae, pertencentes aos 

gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, que são popularmente conhecidos como 

barbeiros ou ainda, “chupança”, “bicudo”, “chupão” ou “procotó” (Figura 2) (LANA; 

TAFURI, 2005).  

 

 
Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

Fonte: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention (2009) 
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 A infecção também pode ser transmitida através de transfusão sanguínea e por 

transplante de órgãos contaminados, que constituem o segundo mecanismo de importância 

epidemiológica na transmissão mundial do T. cruzi. O terceiro mecanismo com grande 

importância na transmissão da doença de Chagas é a transmissão vertical ou congênita 

(SCHMUNIS, 2007). 

 Existem ainda outras vias de transmissões secundárias, como acidentes de laboratório 

e pela via oral, através da ingestão de água ou alimentos contendo fezes contaminadas de 

barbeiro (DIAS, 1999; PUNUKOLLU et al., 2007). No Brasil, relatos recentes demonstraram 

surtos de contaminação oral pela ingestão de açaí e caldo de cana (STEINDEL et al., 2008) . 

Existem ainda relatos do encontro de tripomastigotas em sangue menstrual de mulheres 

chagásicas. Entretanto, a via de transmissão sexual nunca foi comprovada na espécie humana 

(LANA; TAFURI, 2005). 

  

 

2.4 Manifestações Clínicas e Laboratoriais 

 

 

 De acordo com suas manifestações clínicas e laboratoriais, a doença de Chagas é 

dividida em duas fases: aguda e crônica (Figura 3). A fase aguda dura, em média, de um a três 

meses após a infecção e é caracterizada laboratorialmente por uma intensa parasitemia e por 

baixos níveis de anticorpos (GOMES, 1996). Esta fase pode ser sintomática ou assintomática. 

Quando sintomática, as manifestações surgem, em geral, de 7 a 10 dias após a infecção pelo 

T. cruzi. Os indivíduos apresentam febre, edema localizado ou generalizado, mal-estar e 

cefaléia. O sinal de Romaña, um edema unilateral bi-palpebral, e o chagoma de inoculação 

são manifestações locais que ocorrem conforme a entrada do parasito no organismo 

hospedeiro. Algumas manifestações sistêmicas como hepatomegalia, esplenomegalia e 

alterações nervosas também podem estar presentes na fase aguda da doença. No entanto, a 

fase aguda é imperceptível em grande parte dos indivíduos, devido à escassez ou ausência de 

manifestações clínicas (LANA; TAFURI, 2005). 
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Figura 3. Evolução clínica da doença de Chagas humana 

Fonte: Adaptado de Dutra et al., 2009 
 

 Os indivíduos infectados pelo T. cruzi após passarem pela fase aguda da doença 

podem apresentar, após um período variável de tempo, uma das formas clínicas crônicas. 

Estas formas são marcadas pela escassez de parasitos no sangue e pelos elevados títulos de 

anticorpos (GOMES, 1996). O indivíduo chagásico que permanece por um longo período de 

latência clínica tem a forma chamada indeterminada (IND), que pode durar de dez a trinta 

anos ou por toda a vida do doente. Na forma IND da fase crônica os indivíduos chagásicos 

são assintomáticos, com eletrocardiograma e estudo radiológico do coração, esôfago e cólons 

normais, mas a sorologia é positiva. Esta forma tem particular interesse médico-social e 

trabalhista pelo fato de indivíduos chagásicos, assintomáticos e, em plena faixa produtiva da 

vida, serem excluídos do mercado de trabalho (OLIVEIRA JR., 1991; OLIVEIRA JR., 2009). 

 Aproximadamente 30% dos indivíduos chagásicos crônicos apresentam manifestações 

clínicas relacionadas ao envolvimento de órgãos como o coração, esôfago e/ou cólon, 

caracterizando as formas crônicas sintomáticas da doença de Chagas, que são a forma 

cardíaca (CARD), a forma digestiva (DIG) e a forma mista (MIS) (DUTRA et al., 2009). A 

forma CARD é responsável por um maior número de óbitos da doença e é caracterizada por 

uma síndrome de insuficiência cardíaca congestiva, predominantemente arrítmica, onde a 
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morte súbita pode ser a primeira manifestação. O bloqueio de ramo direito é a alteração mais 

freqüente do ponto de vista eletrocardiográfico. Patologicamente, o aneurisma apical do 

ventrículo esquerdo é a lesão característica da doença (ANDRADE, 1996). A forma DIG da 

doença é caracterizada pela dilatação de vísceras ocas, com formação de megavísceras, sendo 

o megaesôfago e o megacólon as mais encontradas. O megaesôfago se manifesta comumente 

com disfagia e o megacólon com constipação (REZENDE; MOREIRA, 2000). Indivíduos 

chagásicos com a forma MIS são portadores de cardiopatia de origem por doença de Chagas e 

megaesôfago e/ou megacólon simultaneamente (LANA; TAFURI, 2005). 

 Menos freqüentemente são observadas alterações no sistema nervoso, com o encontro 

de alterações de motricidade, de coordenação e psiquismo, que caracterizam a forma clínica 

nervosa da doença (PRATA, 2001).  O estudo desta forma crônica da infecção chagásica 

ganhou maior interesse em indivíduos imunocomprometidos, como os pacientes com 

neoplasias ou submetidos a transplantes, bem como os co-infectados com o Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV), que desenvolvem a Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS), pois estes desenvolvem graves alterações no sistema nervoso. As 

principais alterações neurológicas nesses indivíduos são meningoencefalite, hipertensão 

intracraniana, meningite, perda progressiva da consciência, dores de cabeça e convulsões 

(SARTORI et al., 2007). 

 

 

2.5 Diagnóstico 

 

 

 Na fase aguda da doença de Chagas, o diagnóstico etiológico é baseado na detecção do 

parasita através de métodos parasitológicos diretos. O exame de sangue a fresco, o esfregaço 

sanguíneo, a gota espessa e o método de Strout são as técnicas parasitológicas mais 

empregadas para o diagnóstico nesta fase da doença (GOMES, 1996). 

 O diagnóstico parasitológico na fase crônica torna-se comprometido em virtude da 

escassez de parasitas. Nessa fase podem ser realizados métodos parasitológicos indiretos, 

como o xenodiagnóstico e/ou a hemocultura, no entanto, estas técnicas apresentam baixa 

sensibilidade, resultando em grande número de resultados falso-negativos (GOMES, 1997). 

 Na fase crônica da doença de Chagas, o diagnóstico laboratorial deve ser realizado 

preferencialmente através de métodos imunológicos. Esses métodos se baseiam na detecção 
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de anticorpos anti-T. cruzi do isotipo IgG que se ligam especificamente a antígenos do 

parasita (GOMES, 1996). Podem ser utilizadas as técnicas de hemaglutinação indireta (HAI), 

imunofluorescência indireta (IFI), ou ensaio imunoadsorvente ligado à enzima (ELISA - 

Enzyme linked immunosorbent assay). Segundo o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas 

(BRASIL, 2005), para um diagnóstico sorológico confiável, é necessário obter resultados 

concordantes em pelo menos dois testes sorológicos de princípios metodológicos ou 

preparações antigênicas diferentes. 

 O diagnóstico molecular, através da reação em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo 

padronizado atualmente, como um método de pesquisa direta do DNA do parasito no sangue. 

O diagnóstico através da PCR se baseia na amplificação de seqüências nucleotídicas 

específicas do T. cruzi (GOMES, 1996). Apesar do número de parasitos circulantes nos 

indivíduos chagásicos crônicos ser extremamente baixo, a técnica de PCR tem se 

demonstrado bastante sensível e eficaz para o diagnóstico da infecção chagásica nesta fase da 

doença. Segundo Britto (2009), a maior vantagem de se estabelecer a PCR para diagnóstico 

da doença de Chagas é a possibilidade de sua utilização como critério de cura terapêutica, 

visto que as técnicas convencionais não permitem esta aplicação. 

  

 

2.6 Tratamento 

 

 

 Até o presente momento, não existe um medicamento comprovadamente eficaz para o 

tratamento etiológico da doença de Chagas. Os antiparasitários tradicionalmente utilizados, 

Nifurtimox e Benzonidazol, são parcialmente eficazes, tendo sua maior eficácia terapêutica 

apenas na fase aguda da infecção. Ambas as drogas atuam nas formas tripomastigotas no 

sangue, porém, são pouco efetivas contra amastigotas no tecido. Por essa razão é que sua 

eficácia na fase crônica estaria comprometida (CANÇADO, 1985). 

 Através de um estudo experimental, foi demonstrado que o uso do Benzonidazol na 

forma IND previne o desenvolvimento de cardiomiopatia crônica grave, apesar de não ocorrer 

erradicação completa do parasita (GARCIA et al., 2005). Atualmente, um estudo 

multicêntrico denominado BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting 

Trypanosomiasis) está sendo realizado a fim de avaliar a eficácia do tratamento com 

Benzonidazol na doença de Chagas crônica, em humanos (MARIN-NETO et al., 2009). 
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 Há mais de 25 anos não são produzidos novos fármacos com maior eficácia e menos 

efeitos colaterais do que as duas únicas drogas ainda utilizadas no tratamento etiológico da 

doença de Chagas (SANTOS et al., 2004). Um grande volume de trabalhos científicos trata da 

biologia e genética do T. cruzi, porém todo esse conhecimento gerado não foi revertido em 

novas ferramentas terapêuticas. A falta de medicamentos para esta e outras doenças 

negligenciadas é o resultado tanto das insuficientes políticas públicas voltadas para produção 

e desenvolvimento de medicamentos, quanto da falha de mercado, provocada pelo baixo 

interesse econômico que esses pacientes representam para a indústria farmacêutica (DRUGS 

FOR NEGLECTED DISEASES initiative, 2009). 

  

 

2.7 Aspectos Imunológicos 

 

 

 A ampla variação na evolução clínica da doença de Chagas é decorrente de uma 

complexa interação existente entre o parasito e o hospedeiro. Existem duas hipóteses 

principais que procuram explicar os mecanismos da patogênese da doença de Chagas humana. 

A primeira delas defende o papel central da persistência do parasita no hospedeiro como uma 

das principais causas de patologia, enquanto a outra postula que uma resposta imune contra 

antígenos próprios é responsável pelo dano tecidual observado nos órgãos afetados de 

indivíduos chagásicos (DUTRA; GOLLOB, 2008; KIERSZENBAUM, 2005).  

 Embora as teorias que procuram explicar os mecanismos subjacentes a patogênese da 

infecção chagásica sejam controversas, elas não são mutuamente exclusivas. Ambas devem 

ser, portanto, consideradas quando se tenta compreender o estabelecimento e manutenção da 

patologia da doença de Chagas. Independentemente da origem/fonte de antígenos que 

desencadeiam a resposta imune durante a infecção crônica, há um consenso de que o sistema 

imune do hospedeiro desempenha um papel central no desenvolvimento da patologia 

(DUTRA et al., 2009). 

 As manifestações patológicas da doença de Chagas, tanto na forma CARD, como na 

forma DIG, estão associados com a ocorrência de uma reação inflamatória nos órgãos 

afetados, especialmente em locais onde antígenos de T. cruzi foram observados 

(FUENMAYOR et al., 2005). A forma IND representa uma situação de "equilíbrio saudável" 



VASCONCELOS, R.H.T. 

 

27

entre o parasita e o hospedeiro, sendo a resposta imune induzida por estes indivíduos de 

caráter predominantemente antiinflamatório (DUTRA et al., 2009). 

 Níveis elevados de TNF-α e IFN-γ são relacionados à evolução da doença e à 

gravidade da cardiopatia chagásica (PERÉZ-FUENTES et al., 2003; TALVANI et al., 2004), 

sugerindo a participação destas citocinas na formação da inflamação crônica e na lesão 

cardíaca. Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro et al. (2008) ao estudarem o 

perfil de citocinas de chagásicos portadores da forma DIG. Neste mesmo trabalho, foram 

encontrados baixos níveis de IL-10 nestes pacientes. A IL-10 é uma citocina com importante 

propriedade antiinflamatória e imunossupressora. Alguns trabalhos demonstraram que a IL-10 

é a citocina mais secretada por pacientes da forma IND (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; 

CUNA et al., 2000; GOMES et al., 2003). Os pacientes portadores da forma IND também 

apresentam níveis mais elevados de células T regulatórias (CD4+CD25+FoxP3+), secretoras de 

IL-10 comparando-se aos níveis de pacientes CARD ou DIG (SILVEIRA et al., 2009; 

VITELLI-AVELAR et al., 2005). 

 Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado o envolvimento da imunidade em todas 

as formas clínicas da infecção chagásica, ainda não foi estabelecido um padrão específico de 

resposta imune entre os pacientes chagásicos portadores das diferentes formas clínicas da 

doença de Chagas (DUTRA et al., 2005). A elucidação dos processos imunológicos é 

essencial não somente para melhorar o entendimento da sua imunopatogênese, como também 

os métodos de prevenção e terapêuticos, conduzindo a possíveis medidas que possam 

modificar a história natural da doença em benefício dos milhões de chagásicos existentes 

(DUTRA et al., 2009). 

  

 

2.8 Marcadores de prognóstico 

 

 

 Com o objetivo de diferenciar os pacientes chagásicos com potencial de evolução para 

as formas clínicas crônicas severas, grupos de pesquisa tentam estabelecer marcadores 

biológicos de evolução do prognóstico da doença através de mecanismos imunológicos 

(CORRÊA-OLIVEIRA et al., 1999; CUNHA-NETO et al., 1998; REIS et al., 1993).  

 Alguns destes grupos de pesquisa buscam um padrão de imunoglobulinas associadas a 

um ou mais antígenos de T. cruzi que sejam capazes de diferenciar as formas clínicas e 
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predizer seu potencial evolutivo (CETRON et al., 1993; CORDEIRO et al., 2001; 

MICHAILOWSKY et al., 2003; MORGAN et al., 1996). Estudos realizados por Primavera et 

al. (1988; 1990) sugerem que a presença de anticorpo IgA específico para a forma amastigota 

do parasita está relacionada com o risco de progressão da doença para o desenvolvimento da 

forma DIG, em ambos pacientes portadores das formas IND e CARD. Zauza e Borges-Pereira 

(2001) monitoraram os títulos de IgG contra antígenos complexos do parasito de pacientes 

portadores da forma CARD durante 10 anos e concluíram que a progressão da cardiopatia 

chagásica possui correlação positiva com o aumento dos níveis de IgG. 

 No entanto, apesar de alguns estudos sugerirem a existência de uma relação entre o 

reconhecimento antígeno-específico e as formas clínicas da doença de Chagas e que a 

detecção de um isotipo particular de anticorpo sugere uma correlação com as manifestações 

clínicas desta enfermidade, poucos trabalhos foram realizados com antígenos puros de T. 

cruzi (MORGAN et al., 1998).  

  

 

2.9 Antígenos Recombinantes CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

 Com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante nas últimas décadas, 

tornou-se possível a produção e purificação de proteínas específicas em larga escala, através 

de sua expressão em bactérias ou outros organismos. Através desta tecnologia, Lafaille et al. 

(1989) caracterizaram molecularmente dois genes de T. cruzi que codificam antígenos que 

apresentam uma estrutura de epítopos repetitivos. Em função de sua estrutura em epítopos 

repetitivos e sua localização, esses antígenos foram denominados CRA (Cytoplasmic 

Repetitive Antigen) e FRA (Flagelar Repetitive Antigen) (LAFAILLE et al., 1989). 

 O antígeno CRA exibe uma estrutura de 14 aminoácidos que se repetem e se localiza 

no citoplasma das formas epimastigotas e amastigotas do T. cruzi. O outro antígeno, FRA, 

com uma estrutura de 68 aminoácidos que se repetem, é localizado na região do flagelo 

adjacente ao corpo das formas epimastigota e tripomastigota (LAFAILLE et al., 1989). 

 Krieger et al. (1990) demonstraram que os genes que codificam estes antígenos são 

altamente polimórficos. Apesar de polimórficos em diferentes cepas, estes antígenos foram 

reconhecidos por mais de 95% dos soros chagásicos quando testados individualmente por 

radioimunoensaio, indicando que seus determinantes antigênicos são bem conservados 
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(GOLDENBERG et al., 1991). Posteriormente estes antígenos foram testados em conjunto 

em um ELISA, onde se revelaram importantes para o diagnóstico da infecção pelo T. cruzi, 

uma vez que suas sensibilidade e especificidade foram de 100% (KRIEGER et al., 1992). 

 A partir dos estudos realizados com estes antígenos foi produzido um kit de 

diagnóstico sorológico para a infecção pelo T. cruzi, o EIE-Recombinante-Chagas-

Biomanguinhos® que utiliza os antígenos recombinantes CRA e FRA em associação, 

produzidos através da tecnologia do DNA recombinante. Estudos sobre o desempenho 

diagnóstico do referido kit em população de área endêmica para doença de Chagas comprovou 

seu potencial diagnóstico, pois apresentou 100% de especificidade e sensibilidade (GOMES 

et al., 2001).  

 Silva et al. (2002) também exploraram a capacidade do referido kit de diagnóstico em 

um estudo que avaliou a cura parasitológica após tratamento etiológico, e sugerem que o 

mesmo possa ser utilizado como triagem inicial para avaliar a cura de paciente chagásicos 

tratados etiologicamente. Gadelha et al. (2003) comparando os resultados do diagnóstico da 

infecção chagásica utilizando o EIE-Recombinante-Chagas-Biomanguinhos® com os obtidos 

por um ELISA convencional e um teste de HAI comumente usados em banco de sangue no 

Brasil, demonstraram que o ELISA recombinante pode ser seguramente usado na triagem 

sorológica para doença de Chagas. 

 A resposta imune frente aos antígenos CRA e FRA já foi estudada experimentalmente 

em camundongos. Pereira et al. (2003a) demonstraram que ambos os antígenos são capazes 

de gerar uma resposta imune humoral em camundongos após imunização. No entanto, a 

resposta imune gerada frente a estes antígenos não foi capaz de controlar a infecção pelo T. 

cruzi, embora tenha aumentado o tempo de sobrevida dos animais desafiados (PEREIRA et 

al., 2005). Uma resposta imune celular específica também foi gerada nos camundongos 

imunizados, induzindo uma resposta do tipo Th1 (PEREIRA et al., 2003b), porém também 

sem capacidade de controlar a infecção, apesar de ter aumentado o tempo de sobrevida dos 

camundongos (PEREIRA et al., 2004). 

 Lorena et al. (2008) estudando a resposta imune celular de pacientes chagásicos 

crônicos frente aos antígenos CRA e FRA, avaliaram os níveis das citocinas TNF-α, IFN-γ, 

IL-4 e IL-10 em sobrenadantes de culturas após estímulo in vitro com os antígenos. Os 

autores demonstraram que o antígeno CRA foi capaz de induzir uma resposta imune do tipo 

Th1, com elevada produção de TNF-α e IFN-γ, em pacientes chagásicos com as formas 

CARD e IND. 
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 Verçosa et al. (2007) avaliando a resposta imune humoral de pacientes chagásicos 

crônicos diante dos antígenos CRA e FRA, estudaram o perfil isotípico de IgG e observaram 

que o isotipo IgG2 é capaz de diferenciar indivíduos chagásicos portadores da forma CARD 

daqueles portadores da forma IND quando se utiliza o antígeno recombinante FRA. Os 

autores sugerem que este isotipo poderá servir como um marcador de evolução clínica para 

forma CARD em indivíduos assintomáticos.  

 Apesar dos diversos estudos conduzidos com os antígenos CRA e FRA, apenas o 

trabalho de Verçosa et al. (2007) foi capaz de propor um marcador de prognóstico para as 

formas clínicas crônicas. Os resultados encontrados por estes autores indicam que a resposta 

imune humoral diante da utilização destes antígenos pode ser capaz de diferenciar pacientes 

chagásicos com diferentes formas clinicas. Diante deste fato, mais estudos devem ser 

conduzidos avaliando-se a resposta imune humoral diante dos antígenos recombinantes CRA 

e FRA de T. cruzi, a fim de pesquisar a existência de novos candidatos a marcadores de 

progressão para as formas clínicas crônicas da doença de Chagas. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

 

 Diante da magnitude da doença de Chagas, onde cerca de 12 milhões de pessoas estão 

infectadas na América Latina, de suas elevadas morbidade e mortalidade, além da ineficácia 

do tratamento etiológico, justificam-se estudos que visem à melhoria da qualidade de vida dos 

portadores desta enfermidade. Pouco ainda se conhece sobre os mecanismos imunes e 

patogênicos que estão envolvidos na transição da fase aguda para a crônica, bem como os 

fatores que favorecem o desenvolvimento de uma determinada forma clínica crônica. Sabe-se, 

no entanto, que a resposta de isotipos específicos tem sido associada às manifestações clínicas 

da doença de Chagas. Sendo assim, o presente trabalho se propôs a avaliar os níveis séricos de 

imunoglobulina A no soro de indivíduos chagásicos crônicos, frente a dois antígenos 

específicos do Trypanosoma cruzi, visando à obtenção de um possível marcador de evolução 

para discriminar as formas clínicas crônicas da doença de Chagas. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 

 

 Qual a associação entre as diferentes formas clínicas crônicas da doença de Chagas e 

os níveis séricos de IgA frente aos antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi? 
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5 HIPÓTESE 

 

 

 A presença de níveis elevados de IgA frente aos antígenos recombinantes CRA ou 

FRA de T. cruzi pode ser capaz de diferenciar pacientes chagásicos portadores de diferentes 

formas clínicas. 
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6 OBJETIVOS 

 

 

6.1 Objetivo Geral 

 

 

 Avaliar a associação entre os níveis séricos de IgA de pacientes chagásicos crônicos 

frente aos antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi e as formas clínicas crônicas da 

doença de Chagas. 

 

 

6.2 Objetivos Específicos 

 

 

 - Detectar os níveis de IgA presentes no soro de pacientes chagásicos crônicos, frente 

aos antígenos recombinantes CRA ou  FRA de T. cruzi; 

 - Associar os níveis séricos de IgA com as diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas (IND, CARD, DIG e MIS); 

 - Determinar a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos positivo e 

negativo dos níveis séricos de IgA para avaliar a sua associação com as formas clínicas 

crônicas da doença de Chagas. 
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7 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

 

7.1 Desenho e população de estudo 

 

 

O desenho de estudo deste trabalho foi do tipo caso-controle, onde foi definido como 

“caso” a presença de sintomatologia no trato gastrointestinal decorrente da infecção 

chagásica, condição presente nas formas clínicas DIG e MIS. Por outro lado, a ausência de 

sintomas digestivos específicos da doença de Chagas, situação presente nas formas IND e 

CARD, definiu o grupo considerado “controle”. O tamanho da amostra de indivíduos que foi 

selecionada para este estudo foi escolhido por conveniência, tendo em vista que este tipo de 

estudo é limitado por questões operacionais. 

Noventa e seis pacientes chagásicos crônicos com as formas clínicas IND (n= 24), 

CARD (n=25), DIG (n=20) e MIS (n=27), e idade variando entre 23 e 77 anos (56 do sexo 

feminino e 40 do sexo masculino), foram selecionados, entre setembro de 2008 e setembro de 

2009, no Ambulatório de Doença de Chagas do Hospital Universitário Oswaldo Cruz da 

Universidade de Pernambuco (HUOC-UPE), situado na cidade de Recife, que atende 

indivíduos provenientes de todo o estado de Pernambuco. 

 O Ambulatório de Doença de Chagas do HUOC-UPE é considerado um centro de 

referência no atendimento do paciente portador da doença de Chagas no Nordeste do Brasil. A 

filosofia de trabalho no ambulatório é dar atenção integral ao paciente, não só com ações de 

tratamento, mais também com o enfoque biopsicossocial. Atualmente existem cerca de 1.800 

pacientes cadastrados, com uma média de 200 consultas por mês (OLIVEIRA JR., 2009). 

Indivíduos não chagásicos, saudáveis (n=14), com idades entre 24 e 52 anos (12 do 

sexo feminino e 2 do sexo masculino), foram selecionados no Centro de Pesquisas Aggeu 

Magalhães (CPqAM) da Fiocruz, situado na cidade de Recife, para estabelecimento do ponte 

de corte ou cut-off (CO) do ELISA. Todos os indivíduos saudáveis apresentam sorologia 

negativa para infecção pelo T. cruzi, em dois testes sorológicos de preparações antigênicas 

diferentes, nunca receberam transfusão de sangue e nem habitaram em área endêmica para 

doença de Chagas.  

 

 



VASCONCELOS, R.H.T. 

 

36

7.2 Avaliação dos pacientes 

 

 

Na rotina do Ambulatório de Doença de Chagas do HUOC-UPE, os pacientes 

chagásicos são submetidos a exames clínico-laboratoriais para acompanhamento das 

manifestações clínicas decorrentes da infecção chagásica, que incluem exame físico, 

ecocardiograma, eletrocardiograma, raios X de tórax, raios X contrastado de esôfago e 

sorologia para T. cruzi. Foram incluídos neste estudo, somente pacientes chagásicos com dois 

testes sorológicos positivos, que apresentaram as formas clínicas bem definidas e que não 

receberam tratamento etiológico para a infecção pelo T. cruzi.  

A interpretação dos exames de rotina e a conseqüente classificação dos pacientes nas 

formas clínicas crônicas da doença de Chagas foram realizadas pela equipe médica do 

Ambulatório de Doença de Chagas do HUOC-UPE. Os critérios adotados para categorizar um 

paciente em determinada forma clínica, foram os mesmos descritos no Consenso Brasileiro 

em Doença de Chagas (BRASIL, 2005) 

 Indivíduos que apresentaram sorologia positiva para a infecção pelo T. cruzi, sem 

manifestações clínico-laboratoriais de acometimento do coração ou trato digestivo, foram 

considerados como portadores da forma IND. As características epidemiológicas dos 

pacientes chagásicos com a forma IND que foram selecionados para participar deste estudo 

encontram-se presentes na tabela 1. 
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Tabela 1. Características epidemiológicas dos pacientes com a forma indeterminada 
 

 Iniciais Sexo Idade Naturalidade 
1. MNS F 52 Belo Jardim 
2. EAA F 65 Triunfo 
3. MJF F 75 Nazaré da Mata 
4. JHM F 52 Tupanatinga 
5. ZAO M 47 Serra Talhada 
6. SMS F 57 São Lourenço da Mata 
7. MJAB F 54 São José da Laje - AL 
8. LMS F 57 Monteiro 
9. APGS M 37 Belo Jardim 
10. CAS F 32 Recife 
11. ILS M 58 Gamaleira 
12. NJS M 58 Orobó 
13. MA F 33 Sertânia 
14. JMS M IGN Escada 
15. MJC F 63 Buíque 
16. ASL F 45 Caetés 
17. MLGN F 59 Sertânia 
18. RMBS F IGN Tabira 
19. CAS M 63 Bom Jardim 
20. EFS M 39 Vitória de Santo Antão 
21. MAS M 30 Terra Nova 
22. MJLS F 38 Arcoverde 
23. JCNS M 23 Mirandiba 
24. OBS M 45 Floresta 

Nota: IGN – Informação ignorada; F = sexo feminino; M = sexo masculino 
  

 A presença de sorologia positiva para infecção chagásica, juntamente com sintomas de 

insuficiência cardíaca ou síncope, alterações eletrocardiográficas e/ou marcapasso, 

diminuição da função ventricular ou aneurisma apical no ecocardiograma e radiografia do 

tórax com aumento da área cardíaca em pacientes sem outra patologia cardíaca foram os 

critérios utilizados para categorizar um indivíduo como portador da forma CARD. Nenhum 

dos pacientes selecionados apresentou queixas de manifestações do trato digestivo. A tabela 2 

indica as características epidemiológicas dos pacientes chagásicos com a forma CARD que 

participaram deste estudo. 
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Tabela 2. Características epidemiológicas dos pacientes com a forma cardíaca 
 

 Iniciais Sexo Idade Naturalidade 
1. JMS M 69 Carpina 
2. AAN F 58 Itapeti 
3. MNOL F 61 Afogados da Ingazeira 
4. JIBF M 59 Bom Jardim 
5. QSS F 64 Belém de Maria 
6. RMC F 77 Vicência 
7. MRBS F 55 Bom Jardim 
8. AGS M 52 Bom Jardim 
9. FSA M 44 São Benedito do Sul 
10. RSA M 30 Sertânia 
11. ADS M 61 Nazaré da Mata 
12. OSS M 63 São José do Egito 
13. MLV F 55 Macaparana 
14. MJLR F 60 Tabira 
15. TS F 67 São José da Laje – AL 
16. GFS M 54 Afogados da Ingazeira 
17. MCSS F 69 Nazaré da Mata 
18. MJS F 60 Paciência 
19. MJAB F 55 São José da Laje – AL 
20. MPS F 72 Itapeti 
21. JMF M 62 Carpina 
22. MLAL F 65 Limoeiro 
23. MDS F 59 São Vicente Férrer 
24. MNFF F 56 Pedra de Buíque 
25. MEC F 58 Itambé 

Nota: F = sexo feminino; M = sexo masculino 
 
  

 A forma DIG foi definida quando os indivíduos com sorologia positiva para doença de 

Chagas apresentavam alguma sintomatologia do trato digestivo característica, como disfagia 

e/ou constipação por mais de uma semana, com comprovação através de exame contrastado 

radiológico, de dilatação do esôfago ou cólon. Pacientes que realizaram cirurgia para correção 

de megaesôfago e/ou megacólon, e que não apresentaram alterações no coração, também 

foram incluídos como portadores da forma DIG. Como essa forma clínica pode apresentar 

alterações no esôfago e/ou cólon, na tabela 3 estão descritas as manifestações de cada paciente 

(MC – megacólon; ME – megaesôfago), além das características epidemiológicas dos 

pacientes chagásicos com a forma DIG selecionados para este estudo.  
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Tabela 3. Características clínico-epidemiológicas dos pacientes com a forma digestiva 
 

 Iniciais Sexo Idade Naturalidade Manifestação Clínica 
1. MLLF F 49 Buenos Aires MC 
2. JBAB M 42 Serrita ME 
3. TMC F 47 São Vicente Férrer MC 
4. SMPL F 48 Bom Jardim ME 
5. SVS F 43 Machado ME 
6. DMS M 54 Vicência MC 
7. MLS F 66 Bom Jardim ME 
8. SNL F 44 Buenos Aires ME 
9. RFJ F 62 Afogados da Ingazeira ME 
10. GJS M 51 Sertânia ME 
11. MLS F 59 Bom Jardim ME 
12. SRSS F 59 Paulista ME 
13. MFBF M 50 Caruaru ME 
14. JLA M 44 Vicência MC 
15. LIS F 40 IGN ME 
16. EGS F 65 IGN ME 
17. RFF F 75 Nazaré da Mata ME 
18. MCS F 49 Novolino – AL ME 
19. MSS M 69 Vitória de Santo Antão ME 
20. SSS F 69 São Vicente Férrer MC e ME 

Nota: IGN – Informação ignorada; F = sexo feminino; M = sexo masculino; 
 MC = megacólon; ME = megaesôfago 

 

 Os pacientes chagásicos, com sorologia positiva para o T. cruzi, que apresentaram, 

simultaneamente, as evidências de cardiopatia chagásica e megaesôfago e/ou megacólon, 

tratados cirurgicamente ou não, foram incluídos no grupo de pacientes portadores da forma 

MIS. Conforme utilizado na descrição clínico-epidemiológica dos pacientes com a forma 

DIG, a tabela 4 indica as características epidemiológicas e as manifestações (ME – 

megaesôfago; MC – megacólon) de cada paciente chagásico que foi selecionado para este 

estudo com a forma MIS. 
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Tabela 4. Características clínico-epidemiológicas dos pacientes com a forma mista 
 

 Iniciais Sexo Idade Naturalidade Manifestação Clínica 
1. SHS M 44 Pandorama MC 
2. BPN F 55 Glória do Goitá ME 
3. SMCS F 47 Vicência ME 
4. JCS M 60 Timbaúba ME 
5. SMR F 39 Vicência MC  
6. JPS M 65 Bom Jardim ME 
7. SMS F 52 Sossego ME  
8. VSS M 55 União dos Palmares – AL MC  
9. VAV M 46 Macaparana ME 
10. EZF M 49 São José da Laje – AL ME 
11. JPS M 62 Bom Jardim ME 
12. CZF M 49 São José da Laje – AL ME 
13. DSCS F 45 Rio da Barra ME 
14. JCS M 65 Timbaúba ME 
15. SEP M 70 Carpina MC 
16. JGS M 52 Sertânia MC 
17. MRS F 47 Taperóa ME 
18. ADS M 60 Nazaré da Mata ME 
19. MJJL F 69 Garanhuns MC 
20. MLS F 56 Timbaúba ME 
21. JAS M 51 Feira Nova ME 
22. SJS F 59 Carpina MC 
23. MLXC F 73 Nazaré da Mata ME 
24. SRS F 63 Nazaré da Mata ME 
25. ARS M 76 Panelas de Miranda ME 
26. SPS M 55 São Vicente Férrer ME 
27. MJSA F 65 Vicência ME 

Nota: F = sexo feminino; M = sexo masculino; MC = megacólon; ME = megaesôfago 
 

 

7.3 Aspectos éticos 

 

 

Os pacientes chagásicos e indivíduos saudáveis selecionados para este estudo tiveram 

participação voluntária, e assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” 

(Apêndices A e B), segundo a resolução do Conselho Nacional de Saúde (CNS) 196/96. Os 

pacientes chagásicos também responderam a um questionário de pesquisa (Apêndice C), cujas 

informações foram coletadas diretamente com o indivíduo e a equipe médica complementou 

os dados do questionário com informações obtidas no prontuário do paciente. A conduta de 

inclusão dos mesmos e os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do CPqAM, sob o parecer no 070/2008 (Anexo A).   
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7.4 Obtenção das amostras 

 

 

Os pacientes chagásicos e indivíduos sadios selecionados para este estudo tiveram 

10ml de seu sangue coletados pelo sistema a vácuo, Vacutainer®. A coleta das amostras de 

sangue foi realizada no Ambulatório de Doença de Chagas do HUOC-UPE e no Ambulatório 

do CPqAM, seguindo as normas de biossegurança. 

Os tubos de sangue coletados foram deixados à temperatura ambiente (TA) até sua 

completa coagulação e, posteriormente, foram centrifugados a 1500xg por 10min. O soro 

assim obtido foi separado em alíquotas e armazenado a –20°C até sua posterior utilização. 

Todas as amostras foram processadas no Laboratório de Imunoparasitologia do Departamento 

de Imunologia do CPqAM e incorporadas à soroteca do mesmo.   

 

 

7.5 Diagnóstico etiológico confirmatório 

 

 

Segundo o Consenso Brasileiro em Doença de Chagas (BRASIL, 2005), um indivíduo 

é considerado portador da doença de Chagas crônica quando apresenta dois testes sorológicos 

positivos para IgG de princípios metodológicos distintos ou com preparações antigênicas 

diferentes. Para a confirmação do diagnóstico etiológico dos pacientes chagásicos 

selecionados para este estudo foi utilizado o fluxograma descrito na figura 4. 
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Figura 4. Fluxograma de confirmação do diagnóstico etiológico nos pacientes chagásicos 

Nota: SRDC = Serviço de Referência em Doença de Chagas 

 

 Nos indivíduos saudáveis selecionados para este estudo foi necessária a realização dos 

dois testes sorológicos para confirmação da ausência da infecção pelo T. cruzi. Os testes 

sorológicos realizados neste estudo foram feitos através de dois kits de ELISA comerciais, de 

preparações antigênicas diferentes. Todos os 96 pacientes chagásicos selecionados para este 

estudo tiveram seu diagnóstico etiológico confirmado, sem necessidade de encaminhar 

amostras para o Serviço de Referência em Doença de Chagas (SRDC) do CPqAM. A ausência 

da infecção pelo T. cruzi foi confirmada em todos os indivíduos saudáveis previamente 

selecionados, sendo todos incluídos no estudo. 

 

 

7.6 Antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi 

 

 

Os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi foram produzidos no Laboratório 

de Reativos do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos (Bio-Manguinhos) da Fiocruz 

como descrito por Krieger et al. (1992) e enviados para o Laboratório de Imunoparasitologia 

do CPqAM. Todos os lotes de antígenos utilizados neste estudo tiveram seus perfis protéicos 

analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de 
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sódio, seguida de coloração pela prata, para confirmar a ausência de contaminação por 

proteínas bacterianas, visto que os mesmos são produzidos em Escherichia coli. 

 

 

7.7 Detecção de IgA frente aos antígenos recombinantes CRA e FRA 

 

 

Os níveis séricos de IgA frente aos antígenos recombinantes CRA e FRA foram 

detectados através do método ELISA indireto no Laboratório de Imunopatologia e Biologia 

Molecular do Departamento de Imunologia do CPqAM. Nesta técnica, a presença de 

anticorpos contra o parasita é revelada através de anticorpos anti-imunoglobulina ligados a 

uma enzima que, na presença do seu substrato, forma um produto colorido. No ELISA o 

resultado da reação é definido pela leitura da absorbância ou densidade óptica (DO) em 

espectrofotômetro, utilizando um filtro com comprimento de onda específico.  

Placas de ELISA de 96 poços (Nunc-Immuno Plates, MaxiSorp, Nalge Nunc 

International Corporation, Rochester, NY) foram sensibilizadas (100µL/poço) com os 

antígenos recombinantes CRA ou FRA em uma concentração previamente definida (0,625 

µg/ml), diluídos em tampão carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6 e incubadas overnight a 

4°C. Após uma série de três lavagens com 200µL/poço de tampão salina-fosfato 0,157M 

(Phosphate-buffered saline – PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA, St. Louis, MO)  

(PBS-Tween), foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos com 200µL/poço de PBS-

Tween contendo 1,0% de albumina bovina sérica (Bovine serum albumin - BSA) (SIGMA, St. 

Louis, MO) por 4hs à TA. Em seguida, uma nova etapa de lavagem foi realizada e, 

posteriormente, os soros diluídos (1:100) em PBS-Tween foram depositados em duplicata nos 

poços (100µL/poço) e incubados overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 

como descrito anteriormente e a ligação do isotipo IgA foi detectada pela incubação por 

1h30min à TA de 100µL/poço do anticorpo anti-IgA conjugado à biotina (SIGMA, St. Louis, 

MO), diluído (1:4000) em PBS-Tween contendo 0,1% de BSA. Após nova lavagem, as placas 

foram incubadas por 1h à TA com 100µL/poço de estreptavidina conjugada à peroxidase 

(Pharmingen, San Jose, CA), diluída (1:3000) em PBS-Tween. Após mais uma etapa de 

lavagem, a reação foi revelada pela adição de 100µL/poço de ortofenilenodiamina (0,01%) 

(SIGMA, St. Louis, MO) e peróxido de hidrogênio (0,01%) (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), 

diluídos em tampão citrato-fosfato 0,077M, pH 5,0. A reação foi bloqueada pela adição de 
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100µL/poço de ácido sulfúrico 2,5M (VETEC, Rio de Janeiro, RJ). A quantificação da reação 

foi determinada através do leitor de ELISA (BIO-RAD 3550, Bio-Rad Laboratories, Vienna, 

VA) a 490 nm.  

O cut-off (CO) foi estabelecido para cada placa calculando-se a média das DOs dos 

indivíduos saudáveis, adicionada de dois desvios-padrão. Os resultados foram expressos na 

forma de índices de reatividade, onde os valores das médias das DOs das amostras foram 

divididas pelo CO de sua respectiva placa, a fim de tornar comparáveis os resultados das 

diferentes placas (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2003).   

  

 

7.8 Análise estatística 

 

 

 A análise estatística foi realizada no Laboratório de Métodos Quantitativos do 

Departamento de Saúde Coletiva (NESC) do CPqAM, utilizando-se o software R (The R 

Project for Statistical Computing, R Development Core Team) para análise dos resultados. Os 

testes de Bartlett, ANOVA e Tukey foram utilizados para avaliar as diferenças entre os 

índices de reatividade calculados para cada amostra. A diferença entre os resultados obtidos 

foi considerada significativa quando p<0,05.  

Para avaliar o desempenho do ELISA na detecção dos níveis séricos da IgA frente aos 

antígenos recombinantes CRA e FRA, os parâmetros de sensibilidade, especificidade e 

valores preditivos positivo e negativo foram determinados, segundo descrito por Ferreira e 

Ávila (2001). Resultados positivos para este marcador foram considerados quando os 

pacientes apresentaram seus índices de reatividade superiores a 1.0, o que indica que este 

isotipo foi maior do que o CO de sua respectiva placa. Os parâmetros diagnósticos avaliados 

foram calculados, com seus respectivos intervalos de confiança (IC), com grau de confiança 

95%, no software Epi-Info 6.04 (Centers for Disease Control and Prevention, USA). 

 Os gráficos e tabelas foram construídos utilizando-se os programas Graphpad Prism e 

Microsoft Excel, respectivamente. 
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8 RESULTADOS 

 

 

8.1 Análise do isotipo IgA frente ao antígeno CRA 

 

 

 De uma maneira geral, ao analisar os índices de reatividades para IgA, frente ao 

antígeno CRA, verificou-se que este isotipo foi detectado em todos pacientes chagásicos 

crônicos estudados. No entanto, níveis variados deste isotipo foram observados nas diferentes 

manifestações clínicas da doença de Chagas. 

 Pacientes chagásicos com alterações digestivas puderam ser diferenciados dos demais 

pacientes, com a avaliação deste isotipo, visto que seus índices de reatividade foram 

significantemente maiores (Figura 5). Os pacientes com a forma DIG apresentaram os 

maiores índices de reatividade, sendo capazes de diferenciá-los dos pacientes com as formas 

IND e CARD (p<0,0001). Os indivíduos com a forma MIS da doença de Chagas também 

apresentaram níveis séricos elevados de IgA frente ao  antígeno CRA, capazes de distingui-

los daqueles portadores das formas IND (p=0,0013) e CARD (p=0,0001). 

 

 
Figura 5. Índices de reatividade de IgA, frente ao antígeno recombinante 

 CRA de T. cruzi, em pacientes chagásicos crônicos. 
Nota: Os símbolos representam os índices de reatividade de cada amostra, resultante da divisão da média da densidade óptica 
(OD) pelo cut-off (CO) da respectiva placa. As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Estão 
destacados os valores de p que apresentaram diferença significativa (p<0,05). CRA = Antígeno Repetitivo Citoplasmático; 
IND = forma indeterminada; CARD = forma cardíaca; DIG = forma digestiva; MIS = forma mista. 
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8.2 Análise do isotipo IgA frente ao antígeno FRA  

 

 

 Avaliando a resposta imune humoral gerada pelos pacientes chagásicos crônicos 

diante da utilização do antígeno FRA, também foi possível verificar que o isotipo IgA foi 

produzido, com níveis variados de reatividade, nas diferentes formas clínicas da doença de 

Chagas. 

 Os indivíduos com a forma DIG apresentaram índices de reatividade de IgA frente ao  

antígeno FRA maiores do que os dos pacientes com as formas IND (p=0,0031) e CARD 

(p=0,0078). O mesmo resultado foi observado nos pacientes com a forma MIS que 

apresentaram níveis séricos elevados deste isotipo, capazes de diferenciá-los dos portadores 

das formas IND (p=0,0001) e CARD (p=0,0003). Portanto, também houve diferenciação dos 

pacientes chagásicos com manifestações digestivas da doença daqueles que não apresentam 

alterações digestivas, através da presença de IgA frente ao antígeno FRA, visto que seus 

índices de reatividade foram significantemente maiores (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Índices de reatividade de IgA, frente ao antígeno recombinante 

 FRA de T. cruzi, em pacientes chagásicos crônicos. 
Nota: Os símbolos representam os índices de reatividade de cada amostra, resultante da divisão da média da densidade óptica 
(OD) pelo cut-off (CO) da respectiva placa. As barras horizontais representam a média aritmética e o desvio padrão. Estão 
destacados os valores de p que apresentaram diferença significativa (p<0,05). FRA = Antígeno Repetitivo Flagelar; IND = 
forma indeterminada; CARD = forma cardíaca; DIG = forma digestiva; MIS = forma mista. 
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8.3 Desempenho do ELISA para detecção de IgA frente aos antígenos CRA e FRA 

 

  

 A partir dos resultados obtidos nas seções anteriores, foi possível selecionar os dois 

antígenos recombinantes do T. cruzi, para avaliar o desempenho do isotipo IgA na 

diferenciação de pacientes chagásicos portadores de diferentes formas clinicas. De acordo a 

análise dos índices de reatividade, o teste de IgA frente aos antígenos CRA e FRA foi 

avaliado quanto ao seu potencial de discriminar a presença de manifestações digestivas 

decorrentes da infecção chagásica. 

 Para estabelecimento do critério doença foram utilizados os parâmetros clínicos 

convencionais, que incluem o achado radiológico de dilatação do esôfago e/ou cólon.  

Portanto, os pacientes chagásicos portadores das formas DIG e MIS foram incluídos como 

casos. A ausência de acometimento digestivo radiologicamente comprovado foi o critério 

utilizado para estabelecer os indivíduos que seriam considerados controles. Neste grupo foram 

incluídos os pacientes portadores das formas IND e CARD da doença de Chagas. 

 A tabela 5 indica os valores percentuais de sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo e valor preditivo negativo, com seus respectivos intervalos de confiança, 

para o teste de presença de IgA frente aos antígenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi 

em amostras de soro de pacientes chagásicos com dano digestivo decorrente da doença. 

 

Tabela 5. Desempenho do ELISA para detecção de IgA frente aos antígenos recombinantes  
CRA ou FRA de T. cruzi em amostras de soro de pacientes chagásicos com dano digestivo 

 

 CRA IC (95%)  FRA IC (95%)  

Sensibilidade 44,7 30,5 – 59,8 25,5 14,4 – 40,6 

Especificidade 93,9 82,1 – 98,4 95,9 84,9 – 99,3 

Valor Preditivo Positivo  87,5 66,5 – 96,7 85,7 56,2 – 97,5 

Valor Preditivo Negativo 63,9 51,7 – 74,6 57,3 45,9 – 68,0 

  Nota: IC = Intervalo de Confiança; CRA = Antígeno Repetitivo Citoplasmático; 
  FRA = Antígeno Repetitivo Flagelar 
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9 DISCUSSÃO 

 

 

 A doença de Chagas apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas. Em sua 

fase crônica os indivíduos infectados pelo T. cruzi variam desde pacientes assintomáticos até 

pacientes com severas complicações cardíacas e/ou digestivas (BRASIL, 2005). O 

polimorfismo clínico da infecção chagásica ainda desperta o interesse de alguns grupos de 

pesquisa, visto que os mecanismos patológicos que culminam com o estabelecimento das 

lesões crônicas ainda carecem de melhores explicações (DUTRA et al., 2005). 

 A classificação atual das formas clínicas IND, CARD, DIG e MIS é realizada 

principalmente através do eletrocardiograma, e das radiografias de tórax e abdômen, partindo 

da anamnese do paciente. A investigação de alterações precoces do sistema cardíaco ou 

digestivo, através desta avaliação convencional, é inadequada, porque ela apenas revela a 

atual situação clínica do paciente (OLIVEIRA JR., 1996). Algumas técnicas e testes 

prognósticos mais sensíveis vêm sendo estudadas para detectar e acompanhar o 

desenvolvimento de alterações cardíacas em indivíduos com a forma IND (ABEL et al., 2001; 

BARROS-MAZON et al., 2004; GOMES et al., 2005). No entanto, um pequeno número de 

estudos vem sendo conduzido para detectar alterações precoces no trato gastrointestinal.  

 Sá Ferreira et al. (1983), estudando os níveis séricos de IgA total em pacientes com 

doença de Chagas crônica, observaram que em 50% dos indivíduos com a forma DIG, a IgA 

encontrava-se significantemente elevada. Os níveis séricos de IgA mais elevados foram vistos 

nos pacientes com maior grau de envolvimento do sistema digestivo. Os autores sugeriram 

que este fato foi observado devido à presença de anticorpos anti-T. cruzi deste isotipo de 

imunoglobulina. 

 Esta hipótese foi confirmada através de um estudo conduzido por Primavera et al. 

(1988). Através do uso de um teste de imunofluorescência para detectar anticorpos do isotipo 

IgA no soro de pacientes chagásicos, os autores avaliaram a presença deste isotipo contra 

antígenos brutos das três diferentes formas evolutivas do T. cruzi (amastigota, epimastigota e 

tripomastigota). Eles observaram que pacientes com manifestações digestivas da doença 

(portadores de ambas as formas DIG e MIS) apresentaram níveis significantemente mais 

elevados de IgA contra antígenos da forma amastigota, quando comparados com pacientes 

com outras formas clínicas. No mesmo estudo, nenhuma diferença foi observada nos títulos 
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de IgA contra antígenos das formas epimastigota e tripomastigota entre os pacientes com 

diferentes formas clínicas. 

 Posteriormente, Primavera et al. (1990) avaliaram novamente a presença de IgA 

contra antígenos das três formas evolutivas do T. cruzi. Desta vez, a análise incluiu um 

número maior de indivíduos chagásicos e foi realizada a avaliação do desempenho do teste na 

diferenciação de pacientes com as formas crônicas com dilatação do trato gastrointestinal. O 

teste de IgA contra antígenos da forma amastigota apresentou sensibilidade e especificidade 

significativas, quando comparadas com o teste contra antígenos das formas tripomastigota e 

epimastigota.  

 Os níveis de IgA contra antígenos da forma epimastigota foram avaliados por Morgan 

et al. (1996) através de um ELISA. Níveis mais elevados deste isotipo foram observados nos 

soros de pacientes com a forma DIG, quando comparados com indivíduos portadores de 

qualquer outra forma clínica. Curiosamente, pacientes com a forma MIS não expressaram 

altos níveis séricos de IgA. Ao analisar a reatividade IgA em pacientes chagásicos crônicos 

através de Western Blot com preparações antigênicas solúveis de T. cruzi, os mesmos autores 

não conseguiram demonstrar nenhum perfil de ligação de IgA a antígenos do T. cruzi, mesmo 

avaliando o soro de pacientes com diferentes estados clínicos da infecção chagásica 

(MORGAN et al., 1998). 

 A diversidade de resultados encontrados na avaliação da resposta imune humoral de 

pacientes chagásicos crônicos com acometimento digestivo se deve, provavelmente, a 

utilização de antígenos brutos de T. cruzi que podem apresentar variações antigênicas por 

serem obtidos de diferentes cepas ou pela própria maneira de obtenção e purificação dos 

mesmos (LORCA et al., 1992). 

 No presente estudo, ao avaliarmos a resposta imune humoral gerada pelos pacientes 

chagásicos crônicos, utilizando os antígenos recombinantes CRA e FRA do T. cruzi, 

encontramos níveis elevados de IgA nos pacientes com as formas DIG e MIS, para ambos os 

antígenos recombinantes utilizados. Tanto o CRA, como o FRA são expressos na forma 

epimastigota do T. cruzi, porém o CRA é expresso em amastigotas, enquanto o FRA é 

expresso em tripomastigotas (LAFAILLE et al., 1989). 

 O aumento dos níveis de IgA contra o antígeno CRA em pacientes chagásicos 

crônicos com danos digestivos encontrados neste estudo, corroboram os estudos de Primavera 

et al. (1988; 1990) que observaram maiores níveis deste isotipo de imunoglobulina contra 

antígenos de amastigota neste mesmo grupo de indivíduos. No entanto, em nosso estudo, 
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interessantemente, o antígeno FRA também foi capaz de distinguir os pacientes portadores 

das formas DIG e MIS daqueles que não têm manifestações clínicas de envolvimento do trato 

digestivo. Vale ressaltar que, até o presente momento, pelo descrito na literatura, antígenos 

presentes na forma tripomastigota não haviam sido capazes de diferenciar pacientes 

chagásicos com as formas DIG e MIS através da presença de IgA sérica. 

 O uso de antígenos puros e molecularmente definidos pode ser uma excelente 

estratégia para elucidar os fatores imunológicos que desenvolvem e mantém as formas 

clínicas crônicas da doença de Chagas (LORCA et al., 1992). Ambos os antígenos 

recombinantes utilizados neste estudo, CRA e FRA, são quimicamente caracterizados e 

apresentam uma estrutura epítopos repetitivos. O antígeno CRA que é distribuído por todo o 

citoplasma do parasita tem uma repetição de 14 aminoácidos, enquanto o antígeno FRA que 

está localizado no flagelo apresenta uma repetição de 68 aminoácidos (LAFAILLE et al., 

1989). Nossos resultados demonstraram que a utilização de antígenos com essas 

características podem revelar uma resposta imune isotipo específica que não é observada com 

antígenos brutos.  

 Sabe-se que todas as formas evolutivas do T. cruzi têm a capacidade de gerar tanto 

resposta imune humoral, como celular, que juntas, contribuem para o aparecimento das 

manifestações clínicas presentes na doença de Chagas. Tem sido demonstrado que as 

imunoglobulinas apresentam um importante papel na infecção chagásica, tanto na fase aguda, 

onde são gerados anticorpos, principalmente para os antígenos de superfície do T. cruzi, como 

na fase crônica, onde há uma produção diversificada de imunoglobulinas, sendo estas 

geralmente específicas para antígenos internos do parasita (UMEZAWA et al., 1996). 

 No entanto, apesar da ocorrência de níveis elevados do isotipo IgA na formas crônicas 

com acometimento digestivo da doença de Chagas ter sido evidenciada previamente por 

alguns autores, e também neste estudo, ainda não foi completamente esclarecido como estes 

anticorpos anti-T. cruzi estão sendo continuamente produzidos. De acordo com a sua 

localização, na interface entre o próprio corpo e o ambiente externo, e sua anatomia, o trato 

gastrointestinal manifesta algumas características que distingue o sistema imune das mucosas, 

em relação ao sistema imune sistêmico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004a). 

 O trato gastrointestinal apresenta, em toda a sua extensão, nódulos linfóides na lâmina 

própria da camada mucosa e na camada submucosa que constituem o tecido linfóide 

associado às mucosas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004b). Estes nódulos linfóides são 

constituídos por uma quantidade elevada de linfócitos B, produtores de IgA. Apresentam 
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também um número razoável de linfócitos T CD4+, e em pequena quantidade, linfócitos T 

CD8+ e macrófagos (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). Acredita-se que, nas mucosas, 

está concentrada a maior parte das células produtoras de anticorpos num organismo normal 

(60% de todos os plasmócitos em humanos). Essa massa de linfócitos B produz em humanos, 

aproximadamente, um total de 66mg de IgA secretória por kg de peso ao dia, quase o dobro 

da produção de IgG sérica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004b).  

 A reatividade a antígenos do T. cruzi presentes na mucosa é dependente da 

apresentação de antígenos via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 

(Major Histocompatibility Complex - MHC) de classe II aos linfócitos T CD4+ por 

macrófagos ou por linfócitos B (MAYER, 1998). Alguns autores sugerem que macrófagos na 

doença de Chagas não têm, preferencialmente, função de célula apresentadora de antígeno 

(Antigen-Presenting Cell - APC) (VIRREIRA et al., 2006). Esta observação levou Molica 

(2007), em sua dissertação de mestrado, a avaliar a hipótese de que na doença de Chagas, a 

função de APC seja exercida, preferencialmente, por linfócitos B, visto que os mesmos estão 

presentes em elevadas concentrações. 

 Para compreender melhor o envolvimento dos linfócitos B como APC, a autora 

avaliou a expressão das moléculas HLA-DR, CD80 e CD86 em linfócitos B CD19+ em 

culturas de células mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells 

- PBMC) de pacientes chagásicos, após estimulação in vitro com antígenos da forma 

epimastigota. A observação de uma maior expressão das moléculas HLA-DR e CD80 em 

linfócitos B CD19+, aliada a análise de monócitos/macrófagos ativados, fez com que a autora 

sugerisse que linfócitos B têm sua função de APC regulada por macrófagos frente estimulação 

antigênica pelo T. cruzi (MOLICA, 2007). 

 Lemos et al. (1998) estudando pacientes que apresentavam a forma DIG da doença de 

Chagas, realizaram análise do sangue destes indivíduos com o objetivo de verificar o fenótipo 

dos linfócitos circulantes. Foi observada uma diminuição significativa do número de 

linfócitos T CD4+ e de linfócitos B CD19+ em indivíduos portadores de megaesôfago 

avançado. Uma possibilidade postulada pelos autores para explicar a razão desta diminuição é 

o recrutamento destas células induzido pelo T. cruzi para o local da lesão, pois os mesmos 

resultados não haviam sido observados em pacientes chagásicos cardiopatas (DUTRA et al., 

1994). Esta hipótese foi corroborada posteriormente, com a demonstração de um predomínio 

de linfócitos T CD4+ e de linfócitos B em lesões do trato gastrointestinal, em contraste com 

um predomínio de linfócitos T CD8+ nas lesões no coração (DUTRA et al., 2009). 
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 Alguns autores já demonstraram que, nas mucosas, a resposta de linfócitos Th2, 

predomina sobre a resposta de linfócitos Th1 (XU-AMANO et al., 1992). Portanto, os 

linfócitos T helper ativados do subtipo Th2 após estimulação antigênica, produziriam as 

citocinas TGF-β e IL-5, que são indutoras da proliferação e diferenciação dos linfócitos B em 

células plasmáticas, secretoras de IgA (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000; KIYONO et 

al., 1984).   

 A IgA secretada tem uma importante função efetora na imunidade do sistema 

digestivo, se ligando a antígenos presentes na mucosa e no lúmen do trato gastrointestinal, 

neutralizando-os. Além da neutralização, este isotipo também é capaz de induzir a fagocitose 

através da opsonização de patógenos e ativar a via clássica do complemento (LAMM, 1998).  

 Considerando os níveis elevados de IgA contra antígenos do T. cruzi em pacientes 

chagásicos com acometimento digestivo encontrados neste estudo e em anteriores, pode-se 

sugerir que, na mucosa do trato gastrointestinal destes pacientes, existe a presença de 

antígenos que estão continuamente estimulando a produção de IgA por linfócitos B, sendo 

esta estimulação, dependente de linfócitos T CD4+. 

 A comprovação desta hipótese foi demonstrada por alguns autores ao avaliarem a 

presença de DNA de T. cruzi no tecido esofágico ou do cólon de pacientes chagásicos com a 

forma DIG (MANOEL-CAETANO et al., 2008; MANOEL-CAETANO et al., 2009; VAGO 

et al., 1996; VAGO et al., 2000). Nestes estudos não foram encontradas evidências da 

presença do T. cruzi no trato gastrointestinal de pacientes com a forma IND ou CARD. 

 Apesar das fortes evidências da persistência parasitária nas formas clínicas crônicas da 

doença de Chagas, reforçada pelo aparecimento de parasitemia em indivíduos co-infectados 

pelo HIV (SARTORI et al., 2007), outros autores sugerem a hipótese de autoimunidade nas 

formas crônicas sintomáticas da infecção chagásica.  

 A patologia da forma DIG é causada principalmente por uma reação inflamatória 

localizada no plexo nervoso mioentérico, com conseqüente destruição progressiva do mesmo, 

que gera problemas de motilidade e dilatação, responsáveis pelo aparecimento dos sintomas 

de disfagia e constipação (VASCONCELLOS, 1996). Al-Sabbagah et al. (1998) 

demonstraram a similaridade antigênica de proteínas presentes no flagelo do T. cruzi com a 

proteína básica da mielina. Em estudo recente, conduzido por Oliveira et al. (2009), os 

autores demonstraram a presença de anticorpos anti-mielina em pacientes chagásicos com a 

forma DIG, o que não foi observado em pacientes com a forma IND, nem com a forma 

CARD. Estes achados reforçam a hipótese da autoimunidade na forma DIG da doença de 
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Chagas e poderiam explicar os níveis séricos elevados de IgA contra o antígeno FRA nas 

formas DIG e MIS, encontrados neste estudo. 

 As duas hipóteses levantadas para explicar a imunopatogênese das alterações 

digestivas da doença de Chagas, apesar de diferentes, não são se excluem mutuamente. 

Muitos estudos ainda deverão ser conduzidos para se definir se alguma delas ou ambas estão 

corretas (DUTRA et al., 2009). No entanto, independentemente da hipótese escolhida, é 

evidente que a presença de antígenos no tecido da mucosa do trato gastrointestinal de 

pacientes chagásicos com alterações digestivas estão estimulando a produção especifica de 

IgA por linfócitos B. Portanto, a presença deste isotipo específico para antígenos de T. cruzi 

pode ser utilizada como um possível marcador de evolução para as formas DIG e MIS.  

 A análise do desempenho da IgA contra os antígenos recombinantes CRA ou FRA na 

diferenciação dos pacientes chagásicos com alterações digestivas, mostrou que este teste tem 

uma especificidade e um valor preditivo positivo muito bons. A baixa sensibilidade e o baixo 

valor preditivo negativo, observados neste estudo, podem ter sido encontrados devido ao 

critério utilizado para diagnóstico de envolvimento do trato gastrointestinal nos pacientes 

chagásicos, que inclui a presença de dilatação do esôfago e/ou cólon, o que atualmente é 

limitado pelos procedimentos radiológicos. Nosso candidato a marcador imunológico de 

prognóstico, provavelmente poderá detectar fases iniciais deste envolvimento em indivíduos 

com as formas IND e CARD.  

 Em um estudo de acompanhamento (prospectivo), nos pacientes com as formas IND e 

CARD analisados neste estudo, a confirmação do desenvolvimento de insuficiência do 

sistema digestivo com elevação dos níveis séricos de IgA contra os antígenos CRA e FRA de 

T. cruzi poderá prever a utilização deste teste como uma alternativa valiosa para o prognóstico 

da formas DIG e MIS da doença de Chagas. A investigação de alterações precoces no sistema 

digestivo com marcadores séricos pode ser uma boa maneira de ajudar os médicos no 

acompanhamento e no redirecionamento das condutas terapêuticas de pacientes chagásicos 

portadores das formas IND e CARD, com potencial de progressão para estas formas crônicas 

da doença de Chagas que cursam com distúrbios digestivos. 
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10 CONCLUSÕES 
 

 

1. Pacientes chagásicos com as formas DIG e MIS apresentam níveis elevados de IgA, 

demonstrados pelo altos índices de reatividade para IgA contra os antígenos 

recombinantes CRA e FRA de T. cruzi. Através deste isotipo foi possível diferenciá-

los dos pacientes com as formas IND e CARD, o que sugere sua utilização como 

marcador de evolução clínica das alterações digestivas decorrentes da infecção 

chagásica, após confirmação desta hipótese em um estudo prospectivo. 

2. Através dos níveis séricos de IgA contra os antígenos recombinantes CRA e FRA de 

T. cruzi, avaliados pelos índices de reatividade, não é possível fazer diferenciação 

entre os pacientes chagásicos portadores das formas DIG e MIS ou entre os portadores 

das formas IND e CARD. Portanto, este isotipo não pode ser utilizado como marcador 

para diferenciar essas formas clínicas crônicas da doença de Chagas.  

3. O desempenho do ELISA para detecção de IgA frente aos antígenos recombinantes 

CRA e FRA de T. cruzi revela que este marcador imunológico é bastante específico e 

que seu aparecimento no soro tem associação com as manifestações digestivas da 

infecção chagásica. Logo, a presença de anticorpos do isotipo IgA contra os antígenos 

recombinantes CRA e FRA de T. cruzi é um candidato a marcador das formas DIG e 

MIS da doença de Chagas. 
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11 PERSPECTIVAS 

 

 

1. Avaliar a presença de IgA contra os antígenos CRA e FRA de T. cruzi em pacientes 

chagásicos portadores das formas DIG e MIS, com graus variáveis de dano digestivo 

(diferentes graus de dilatação do esôfago e/ou cólon) para correlacionar com os níveis 

séricos deste marcador. 

2. Realizar um estudo prospectivo para avaliar se os indivíduos portadores das formas 

IND e CARD analisados no presente estudo, caso evoluam paras as formas DIG e 

MIS, respectivamente, apresentarão o marcador IgA contra os antígenos 

recombinantes CRA e FRA de T. cruzi. 

3. Analisar os níveis séricos de IgA contra os antígenos recombinantes CRA e FRA de T. 

cruzi em pacientes chagásicos com diferentes formas clínicas, provenientes de outras 

áreas endêmicas para doença de Chagas, como Bahia, Goiás e Minas Gerais. 
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ANEXO 

 

ANEXO A  - Parecer de Aprovação do CEP-CPqAM/Fiocruz 
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