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RESUMO 

 

O Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 agente etiológico da doença de 
Chagas e o T. rangeli Tejera, 1920 são parasitas hemoflagelados pertencentes à 
Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae, que infectam animais domésticos, 
silvestres e seres humanos nas Américas Central e do Sul. A presença simultânea 
desses parasitas em uma mesma região geográfica possibilita a ocorrência de 
infecções únicas ou mistas, tanto em hospedeiros invertebrados como em 
vertebrados. Embora o T. rangeli não seja considerado patogênico para seres 
humanos, a infecção por este parasita induz uma resposta imune humoral com 
elevados títulos de anticorpos, determinando reações sorológicas cruzadas com o T. 
cruzi e dificultando, desta maneira, o diagnóstico da doença de Chagas, 
especialmente em sua fase crônica. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou 
comparativamente esta imunoreatividade cruzada, através da análise por 
Imunofluorescência Indireta, utilizando amostras de soros de pacientes chagásicos 
crônicos apresentando as formas cardíaca e indeterminada da doença frente a 
formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura de ambos os parasitas. Os 
resultados de reatividade sorológica cruzada obtidos com a utilização de formas 
epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli corroboram os dados da literatura. Entretanto, 
com a utilização das formas tripomastigotas ocorreu uma redução significativa da 
reatividade cruzada. Estas diferenças na reatividade podem ser decorrentes da 
constituição antigênica distinta nestas formas evolutivas do parasita.  

 

 
 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, sorologia, 
imunoreatividade sorológica cruzada. 
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ABSTRACT 

 

Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 the etiological agent of Chagas disease 
and T. rangeli Tejera, 1920 are hemoflagellate parasites belonging to the Order 
Kinetoplastida, Trypanosomatidae Family, which infect domestic and wild animals, as 
well as humans, in Central and South America. The simultaneous presence of these 
parasites in the same geographical areas allows the occurrence of single and/or 
mixed infections in both vertebrate and invertebrate hosts. Considered as non 
pathogenic for humans, the T. rangeli infection induces a humoral immune response 
with high antibody levels which cross-react with T. cruzi, turning difficult the the 
specific diagnosis of the Chagas disease, especially in the chronic phase. The 
present study comparatively evaluated this serological cross reactivity through 
indirect immunofluorescence using serum from chronic chagasic patients with 
cardiac involvement of presenting no clinical symptoms (indeterminate) and both 
cultured epimastigote and trypomastigote forms of both parasites. Our results using 
epimastigote forms of both parasites as antigens corroborated the cross-reactivity 
previously reported in the literature. Through the use of culture trypomastigotes as 
antigens a remarkable reduction of the serological cross-reactivity was observed, 
probably due the distinct antigenic composition of the parasite forms.  
 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, serology, serological cross- 

reactivity. 
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1.0  INTRODUÇÃO 

 

1.1 Os Parasitas 

 

Trypanosoma cruzi  Chagas, 1909 (agente etiológico da doença de 

Chagas)  e Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 são protozoários hemoflagelados 

pertencentes à Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae, que infectam  

animais domésticos, silvestres e seres humanos nas  Américas Central e do Sul        

(Figura 1). Por apresentarem uma distribuição geográfica sobreposta possibilitam a 

ocorrência de infecções mistas em hospedeiros vertebrados e invertebrados. Além 

disso, também compartilham um grande número de reservatórios e vetores (De 

LEON, 1949, 1952; HOARE, 1972; D’ ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO & 

SARAVIA, 1992, 1998; MILES et al., 1983; CUBA CUBA, 1998; GRISARD et al., 

1999).  

      A                                                                         B 

 

 

  Figura 1. A: Forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi em sangue de camundongo, B: 
Forma tripomastigota de Trypanosoma rangeli em sangue de camundongo. 
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Aproximadamente 80% das infecções humanas e de outros 

vertebrados, ocasionadas pelo T. cruzi, ocorrem por transmissão vetorial, produzida 

pelo contato da pele ou mucosas com fezes ou urina de insetos hematófagos da 

Ordem Hemíptera, Família Reduviidae e Subfamília Triatominae. As espécies de 

vetores mais importantes são Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. 

sordida, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus (HOARE, 1972; SILVEIRA, 

1994; YVES et al., 2002). 

 Além da transmissão vetorial, a infecção pode se estabelecer  por 

via transfusional, responsável por 5 – 20% dos casos,  e pela via  congênita, que 

pode ocorrer em 2 – 10% das mulheres grávidas infectadas, estando na fase aguda 

ou crônica da doença. Outras formas excepcionais de transmissão são a acidental 

em laboratórios e hospitais, por transplante de órgãos, via oral (ingestão de 

alimentos ou leite contaminados) e a transmissão sexual (DIAS, 1989; 

BITTENCOURT, 2000).  

O ciclo biológico do T. cruzi  é bastante complexo incluindo 3 formas 

evolutivas distintas e requerendo a participação de um hospedeiro invertebrado 

(triatomíneo) e de um vertebrado (mamífero) (FERNANDES et al., 1994). 

No hospedeiro invertebrado, o ciclo tem início quando formas 

tripomastigotas, presentes  no sangue de animais infectados, são ingeridas pelo 

inseto vetor durante o repasto sangüíneo. Ao chegarem no estômago, essas formas  

se transformam gradualmente em formas arredondadas, denominadas 

epimastigotas, que migram para o intestino, onde se multiplicam e posteriormente 

atingem o reto transformando-se em tripomastigotas metacíclicos (BITTENCOURT, 

2000). 
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Estes tripomastigotas metacíclicos, que são eliminados juntamente 

com as fezes e a urina do vetor, durante ou logo após o repasto sangüíneo, 

penetram pelo local da picada e interagem com células do sistema fagocítico 

mononuclear da pele ou mucosas do hospedeiro (BITTENCOURT, 2000). 

 Uma vez no interior da célula hospedeira, os tripomastigotas se 

diferenciam em formas amastigotas, as quais se evadem do vacúolo endocítico e se 

multiplicam por sucessivas divisões binárias no citoplasma celular. Após um período 

de 3 a 4 dias inicia-se um processo de transformação das formas amastigotas em 

tripomastigotas, sendo então liberadas no meio extracelular, após o rompimento da 

célula parasitada. Essas formas têm capacidade de infectar outras células ou de 

atingir a corrente circulatória e distribuir-se por todo o organismo (LARANJA et al., 

1956; STEINDEL, 1993; YVES et al., 2002). 

Ao contrário do T. cruzi, o T. rangeli não é considerado patogênico 

para o hospedeiro mamífero (SOUTO et al., 1999), podendo ser detectado em 

aproximadamente 20 gêneros de animais distribuídos em 5 diferentes ordens 

(DEANE, 1958 a, 1958 b; D’ ALESSANDRO, 1976; MILES et al., 1983; STEINDEL et 

al., 1991; D’ ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; SULLIVAN et al., 1993; GRISARD et 

al., 1999). 

De Leon (1952) detectou pela primeira vez o T. rangeli em amostras 

de sangue humano enquanto estudava a doença de Chagas na Guatemala. Desde 

então, mais de 2.600 casos de infecção humana já foram descritos (D’ 

ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; STEINDEL, 1993; 

GRISARD et al., 1999). 

A transmissão ocasionada pela introdução de metatripomastigotas 

contidas na saliva do inseto vetor durante o repasto sangüíneo é o principal e mais 
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importante meio de infecção do T. rangeli em hospedeiros vertebrados (D’ 

ALESSANDRO, 1976). Outra possível e controversa via de transmissão relatada é a 

chamada via posterior de transmissão, que ocorre através das fezes do vetor. 

Coutinho & Nussenzweig (1952) e Grewal (1956) relataram a infecção de animais de 

laboratório pela inoculação de fezes de triatomíneos infectados pelo T. rangeli. 

Contrariamente, outros autores (TOBIE, 1964; CUBA CUBA et al., 1972; HECKER et 

al., 1990; STEINDEL et al., 1991) em nenhuma das inúmeras tentativas foram 

capazes de estabelecer a infecção em camundongos a partir da inoculação de 

flagelados presentes nas fezes de triatomíneos infectados pelo T. rangeli. 

Além da transmissão primariamente anterior, o ciclo biológico do T. 

rangeli apresenta outras particularidades em relação ao do T. cruzi. Os parasitas, 

ingeridos durante o repasto sangüíneo, após sofrerem intensa multiplicação no 

intestino do inseto vetor, podem atingir o reto e serem excretados com as fezes, ou 

penetrar na hemolinfa e invadir as glândulas salivares, onde se reproduzem e se 

diferenciam em formas metatripomastigotas infectivas para os hospedeiros 

vertebrados. Essa capacidade de invasão da hemolinfa e glândulas salivares 

constitui a principal característica deste parasita (D’ ALESSANDRO, 1976: 

STEINDEL et al., 1991; D’ ALESSANDRO & SARAVIA, 1992). 

Devido a esta intensa multiplicação dos flagelados na hemolinfa e do 

elevado parasitismo dos hemócitos, o T. rangeli acaba por exercer uma ação 

patogênica, caracterizada pela destruição destas células e pela dificuldade de muda 

e desenvolvimento das ninfas (TOBIE, 1964; CUBA CUBA et al., 1972; D’ 

ALESSANDRO, 1976; HECKER et al.,  1990; GUARNERI, 1996).  

As espécies de triatomíneos do gênero Rhodnius são os principais 

vetores naturais e experimentais do T. rangeli. Entretanto outras espécies como 
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Triatoma dimidiata, T. patagonica, T. protracta e T. infestans também são capazes 

de transmitir o parasita em condições experimentais (D’ ALESSANDRO, 1976; 

TOVAR, URDANETA-MORALES & TEJERO, 1989; STEINDEL et al., 1991; D’ 

ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; STEINDEL, 1993; COURA et al., 1996). 

No hospedeiro vertebrado, o ciclo do T. rangeli permanece ainda sem 

ter sido totalmente elucidado. Durante o repasto sangüíneo são depositados, no 

tecido do hospedeiro, um grande número de metatripomastigotas e formas 

arredondadas que sofrem um crescimento contínuo até os tripomastigotas 

sangüíneos atingirem o tamanho definitivo. O nível de parasitemia é geralmente 

baixo e de curta duração, aproximadamente 2 a 3 semanas (SOUSA & JOHNSON, 

1971; STEINDEL, 1993). 

A fase reprodutiva do T. rangeli no hospedeiro vertebrado, apesar de 

ocorrer, é bastante controversa. Poucas observações de formas tripomastigotas 

sangüíneas que parecem estar em divisão foram realizadas em seres humanos e 

roedores (STEINDEL, 1993). No entanto, segundo D’ Alessandro (1976), estas 

observações geralmente são feitas em indivíduos recentemente infectados, podendo 

estas formas serem provenientes das glândulas salivares do inseto e não uma 

conseqüência da multiplicação do parasita (D’ ALESSANDRO, 1976). 

 Além disso, várias tentativas de infecção experimental de células in 

vitro  pelo T. rangeli revelaram uma baixa infectividade e nenhuma evidência de 

multiplicação intracelular (D’ ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; MANGRICH et al., 

2001). 

 A infecção do T. rangeli no hospedeiro vertebrado é caracterizada portanto,  

pela ausência de patogenicidade, ausência de formas em divisão nos tecidos e no 

sangue e pela limitada duração da parasitemia (D’ ALESSANDRO, 1976).  
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Como conseqüência da ausência de manifestações clínicas na infecção por 

T. rangeli e a falta de procedimentos adequados para o diagnóstico específico, 

acredita-se numa subestimação do número de casos humanos de infecção pelo T. 

rangeli e, conseqüentemente uma possível superestimação nos casos de infecção 

pelo T. cruzi (SOUSA & JOHNSON, 1971). 

Embora o T. rangeli seja considerado não patogênico para o hospedeiro 

mamífero, a infecção por este parasita induz uma resposta imune humoral que 

resulta em elevados títulos de anticorpos, os quais determinam uma reatividade 

cruzada com antígenos do T. cruzi em testes sorológicos (GUHL & MARINKELLE, 

1982). Esta reatividade cruzada é conseqüência da grande similaridade entre os 

antígenos de superfície dos dois parasitas. Afchain (1979) e seus colaboradores 

demonstraram que 60% dos antígenos solúveis do T. cruzi são compartilhados com 

o T. rangeli (AFCHAIN et al., 1979). 

Devido a esta grande similaridade,  o diagnóstico da doença de Chagas em 

regiões onde o T. cruzi e o T. rangeli coexistem apresenta-se como um sério 

problema em função da ocorrência de resultados falso-positivos (GUHL & 

MARINKELLE, 1982; GUHL et al., 1987; HUDSON et al., 1992; BASSO et al., 1991;  

ROSS & NOVOA-MONTERO, 1983; SALDAÑA et al., 1995, 1996 a, 1996 b; 

GRISARD et al., 1999; VARGAS et al., 2000). 

Neste contexto, o correto diagnóstico da infecção chagásica e a 

identificação específica destes dois parasitas é extremamente relevante tanto do 

ponto de vista social, terapêutico como epidemiológico (GUHL et al., 1987; 

HUDSON et al.,1992; ROSS & NOVOA-MONTERO, 1983; SALDAÑA et al.,  1995; 

SALDAÑA et al., 1996 a,  1996 b; GRISARD et al., 1999; VARGAS et al., 2000). 
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A distinção entre T. cruzi e T. rangeli  pode ser feita através de métodos 

biológicos (desenvolvimento nas glândulas salivares de triatomíneos), morfológicos 

(morfometria de formas sangüíneas), bioquímicos (lise pelo complemento, 

aglutinação por lectinas, isoenzimas, esquizodemas, perfil proteico), imunológicos 

(ELISA, Western blot e anticorpos monoclonais) e moleculares como a PCR e 

Southern blot (D’ ALESSANDRO, 1976; MIRANDA SANTOS & PEREIRA, 1984; 

SCHOTTELIUS, 1984; SCHOTTELIUS & MULLER, 1984; ACOSTA et al., 1991; 

GONÇALVES et al., 1991; STEINDEL et al., 1991; MURTHY et al., 1992; ROSS & 

NOVOA-MONTERO, 1983; STEINDEL, 1993; SALDAÑA et al., 1993; SALDAÑA et 

al., 1995; SALDAÑA et al., 1998;  VALLEJO et al., 1999). 

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais específicos tem 

proporcionado a identificação e o isolamento de antígenos dos parasitas, 

proporcionando a caracterização de proteínas específicas com potencial uso em 

diagnóstico (GRISARD et al., 1999). 

Grisard (1999) e colaboradores, utilizaram  4 anticorpos monoclonais de T. 

cruzi e 10 de T. rangeli  para avaliar , através de imunofluorescência indireta e  

Western blot, a variabilidade antigênica dos dois parasitas. De acordo com os 

resultados obtidos, nenhum anticorpo monoclonal anti-T. cruzi reagiu com nenhuma 

cepa de T. rangeli . Esses resultados mostram que a utilização de anticorpos 

monoclonais é capaz de diferenciar os dois parasitas (GRISARD et al., 1999). 
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1.2 Epidemiologia 

 

A doença de Chagas é uma das mais antigas enfermidades que 

acometem os seres humanos de algumas populações nativas das Américas, tendo 

tido sua expansão na era pós-colombiana como conseqüência das profundas 

alterações demográficas e ecológicas (SILVEIRA, 1994). 

A dispersão do T. cruzi é bastante ampla no Continente Americano, 

especialmente da enzootia silvestre (ciclo silvestre do parasita), a qual  se estende 

desde a Carolina do Norte e Maryland nos EUA até as regiões meridionais do Chile 

e Argentina, incluindo as Guianas e ilhas do Caribe (WOODY, 1955). 

No entanto, sua área de distribuição como uma endemia humana é mais 

restrita, limitando-se basicamente às áreas onde ocorreu a domiciliação de 

triatomíneos.  

Segundo estimativas da Organização Mundial da Saúde existem entre 16 e 

18 milhões de indivíduos infectados pelo T. cruzi e cerca de 100 milhões expostos 

ao risco de contrair a enfermidade (SILVA, 2002). 

No Brasil, a área endêmica foi delimitada por extensos inquéritos nacionais 

realizados entre 1975 e 1980. Esta área corresponde a 36% do território nacional, 

com 3,5 milhões de quilômetros quadrados, que se estende do Maranhão até o Rio 

Grande do Sul atingindo mais de 2.450 municípios de 19 Estados e envolvendo 

grande parte das Regiões Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul (Figura 2).  

As áreas de maior concentração da doença são aquelas onde se instalou o 

Triatoma infestans, e compreendem os Estados do Rio Grande do Sul, Minas 

Gerais, São Paulo, norte do Paraná, Goiás e Bahia. Nos últimos anos, estão sendo 
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detectados focos de transmissão natural na Região Amazônica, particularmente no 

Pará, no Amapá e no Alto do Rio Negro (SILVEIRA, 1994). 

Ao contrário do T.  cruzi , a distribuição e a freqüência das infecções por T. 

rangeli em hospedeiros vertebrados e triatomíneos são pouco conhecidas. Até a 

presente data, os relatos de ocorrência do  T. rangeli apresentam uma distribuição 

geográfica que se sobrepõe a do T. cruzi, estendendo-se do Sul do México até o Sul 

da América do Sul (Figura 2). Não há relatos da existência do T. rangeli no Chile, 

Argentina, Paraguai e Uruguai  (De LEON, 1949, 1952; HOARE, 1972; D’ 

ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; CUBA CUBA, 1998; 

SOUTO et al., 1999). 

No Brasil, flagelados semelhantes ao T. rangeli foram inicialmente 

observados, através de suas características morfológicas, nas fezes de ninfas de 

Panstrongylus megistus (STEINDEL, 1993).  

O primeiro caso de infecção humana foi detectado em 1996 na região 

Amazônica (COURA et al., 1996). 
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  Figura 2.  Mapa das Américas Central e do Sul, mostrando a sobreposição da distribuição 
da doença de Chagas humana até 1992, segundo a OMS (sombreado) e os registros de 
ocorrência comprovada de Trypanossoma rangeli em humanos, triatomíneos ou animais 
silvestres (•) (Segundo GRISARD et al., 2003). 
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1.3 Patogênese 

 

A doença de Chagas é uma enfermidade crônica debilitante e incapacitante, 

responsável, em áreas endêmicas brasileiras, por  9,1% de todas as pensões por 

invalidez recebidas por pessoas entre 30 e 50 anos (ZICKER, 1985). Na América 

Latina, o ônus da doença  é o quarto em importância entre as enfermidades 

infecciosas prevalentes na região. Somente as infecções respiratórias agudas, as 

doenças diarréicas e a AIDS produzem um ônus maior (YVES et al., 2002). 

O curso clínico da doença é crônico e se caracteriza por uma fase inicial 

aguda, com sinais e sintomas quase sempre inespecíficos, quando presentes, e 

evolui para uma fase crônica assintomática (80%), também chamada de 

indeterminada. O restante, cerca de 10 a 20% dos casos não tratados, evolui para a 

fase crônica, com comprometimento cardíaco (cardiopatia chagásica), problemas 

digestivos severos (magaesôfago e megacólon) ou mesmo formas mistas destas 

duas (YVES et al., 2002). 

 

  

1.4 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da infecção pelo T. cruzi deve considerar a epidemiologia, a 

clínica e o diagnóstico laboratorial. A importância do diagnóstico laboratorial é 

notória, pois apenas 5% dos indivíduos infectados apresentam os sinais e sintomas 

característicos da doença de Chagas (FERREIRA et al., 1991). 

Atualmente, o diagnóstico laboratorial da doença de Chagas é realizado 

através de métodos parasitológicos diretos e/ou indiretos, e através de métodos 
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sorológicos, cada um apresentando valores de especificidade e sensibilidade 

distintos em função de fatores metodológicos ou da fase de infecção (aguda ou 

crônica). Existem ainda inúmeras descrições do uso de técnicas de biologia 

molecular, como a PCR, no diagnóstico da doença de Chagas (MURTHY et al., 

1992; STEINDEL, 1993; SOUTO et al., 1999). 

Dentre a gama de metodologias disponíveis, o diagnóstico sorológico é o 

mais amplamente difundido e utilizado, sendo principalmente utilizados o ELISA 

(Enzyme Linked Immunossorbent Assay), a Hemaglutinação Indireta (HAI), a 

Aglutinação Direta com 2-mercapto-etanol (AD2ME) e a Imunofluorescência Indireta 

(IFI) (FERREIRA et al., 1991). 

Estes testes sorológicos são amplamente empregados na confirmação ou 

exclusão de uma suspeita clínica de infecção chagásica, para a seleção de 

doadores em bancos de sangue, para o acompanhamento de terapêutica 

antiparasitária, para fins sociais na seleção de trabalhadores e em inquéritos 

soroepidemiológicos (SILVA, 2002). 

Os métodos sorológicos são a melhor alternativa na fase crônica da doença, 

caracterizada pela presença de elevados títulos de anticorpos específicos e uma 

baixa, inconstante ou inexistente parasitemia que dificulta a utilização dos métodos 

parasitológicos (FERREIRA et al., 1991). 

Mesmo sendo o método de escolha na maioria dos casos, a sorologia 

apresenta algumas limitações, inerentes a sua própria natureza. Em casos de 

imunodeficiências, sejam congênitas ou adquiridas, o sistema imune pode responder 

de uma forma menos eficaz contra o parasita, originando baixos títulos de 

anticorpos, o que compromete o correto diagnóstico. Por outro lado, a existência de 
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reações cruzadas originadas por parasitas antigenicamente similares, como é o 

caso do T. rangeli, pode gerar resultados falsamente positivos.  

Considerando estes fatos, a Organização Mundial da Saúde em 1987 

preconizou a realização de, pelo menos, duas técnicas com diferentes metodologias, 

sensibilidade e especificidade, visando assegurar melhor qualidade aos resultados 

(SILVA, 2002). 

No Brasil, o Ministério da Saúde, através de legislação pertinente, 

recomenda a utilização de pelo menos duas das seguintes técnicas: ELISA, IFI ou 

HAI, para o diagnóstico sorológico da doença de Chagas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

1993). 

Dentre estes testes, o ELISA apresenta-se como o mais sensível (97,7%) e 

específico (93,3 a 100%), sendo amplamente utilizado na triagem sorológica em 

bancos de sangue devido a possibilidade de automação. Silveira et al. (2001) 

avaliaram o uso de antígenos recombinantes de T. cruzi no diagnóstico sorológico. A 

utilização dos antígenos CRA e FRA em ensaios de ELISA apresentou uma 

sensibilidade de 98,3% e 100% de especificidade (FERREIRA et al., 1991; 

SILVEIRA et al., 2001; SILVA, 2002). 

O teste HAI – Hemaglutinação Indireta, amplamente utilizado desde 1962, é 

um teste de fácil execução, prático, de baixo custo e que não necessita de 

equipamentos adicionais, por isso sua utilização é recomendada para triagem de 

doadores de sangue, para fins diagnósticos e inquéritos soroepidemiológicos. Em 

geral, possui uma sensibilidade em torno de 95% e especificidade de cerca de 98% 

(FERREIRA et al., 1991). 

O teste de imunofluorescência tem sido muito empregado na rotina 

laboratorial para a detecção de anticorpos no soro e outros fluidos biológicos, sendo 
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considerado o teste de referência na sorologia de muitas doenças. Apresenta várias 

vantagens, pois é sensível, específico, reprodutível e de simples padronização e 

execução (JAMES, 1990). Para a sua realização antígenos padronizados são 

fixados em lâminas de vidro apropriadas, o soro do paciente é diluído, colocado 

sobre o antígeno e incubado para permitir a formação do complexo antígeno-

anticorpo. Para revelar a presença dos anticorpos, procede-se uma segunda 

incubação com anticorpos anti-imunoglobulina G humana conjugados com 

substâncias chamadas cromógenos (fluoresceína), que quando excitadas por luz 

ultravioleta, emitem sinais de coloração verde, visíveis ao microscópio de 

fluorescência. Utilizando-se diluições seriadas do soro é possível determinar o título 

de anticorpos, que será a máxima diluição onde ainda se observa a fluorescência. 

Apresenta sensibilidade de 100% e especificidade em torno de 94%, quando 

comparado a outros testes (JAMES, 1990; FERREIRA et al., 1991; SILVA, 2002). 

 O teste de imunofluorescência para pesquisa de anticorpos IgG anti-T. 

cruzi, que utiliza formas epimastigotas como antígeno, tem sido considerado como 

teste de referência na sorologia da doença de Chagas. No entanto, pode apresentar 

reações cruzadas com outras infecções, principalmente quando são utilizados 

antígenos não purificados. As reações mais freqüentes são observadas em 

pacientes com calazar, leishmaniose tegumentar e infectados com o T. rangeli. 

Como conseqüência destas reatividades cruzadas resultados falso-positivos podem 

ocorrer, dificultando o diagnóstico e ocasionando falsa inferência epidemiológica 

(JAMES, 1990; GRISARD et al., 1999).  

Através da Lei nº 7.649/88 e, posteriormente, as Portarias nº 721/89, 

alterada pela de nº 1.376/93, o Brasil passou a dispor de uma legislação que 

disciplinou a prática da hemoterapia como um todo, recomendando que o sangue 
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dos doadores fosse submetido à triagem de anticorpos anti-T. cruzi, mediante o uso 

de, pelo menos, duas técnicas sorológicas (SILVA, 2002). 

No Brasil, principalmente em bancos de sangue, é elevado o número de 

resultados inconclusivos às provas sorológicas para doença de Chagas, 

ocasionando uma importante repercussão, principalmente econômica, em 

decorrência do descarte destas bolsas. 

Na Fundação Pró-Sangue do Hemocentro de São Paulo o descarte 

alcançou índices de 2,5% em 1991 e 1992, e de 1,6% em 1993. Destes, mais da 

metade foram descartados devido a resultados inconclusivos para o T. cruzi (SILVA, 

2002). 

Segundo Silva (2002) analisando o comportamento sorológico de 34.887 

doações de sangue no Hemocentro Regional de Uberaba, Minas Gerais, no período 

de janeiro de 1998 a dezembro de 1999, observou que 177 bolsas foram 

soropositivas e 75 (0.21% do total das doações) apresentaram resultados 

inconclusivos para infecção por T. cruzi sendo conseqüentemente descartadas 

(SILVA, 2002). 
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2.0 OBJETIVOS 
 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a reatividade cruzada de soros de pacientes chagásicos contra  

diferentes formas do Trypanosoma cruzi e do Trypanosoma rangeli utilizando a 

técnica de imunofluorescência indireta. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

- Comparar e quantificar a reatividade de soros de pacientes chagásicos 

crônicos apresentando a forma cardíaca  e indeterminada da doença contra 

formas epimastigotas de T. rangeli e T. cruzi. 

 

- Comparar e quantificar a reatividade de soros de pacientes chagásicos 

crônicos apresentando a forma cardíaca  e indeterminada da doença contra 

formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli e T. cruzi. 
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3.0  MATERIAIS E MÉTODOS   

 

3.1 Cepas de Trypanosoma rangeli 

 

Foram utilizadas, no presente estudo, as cepas SC-58, isolada por 

hemocultura do roedor Echimys dasythrix, naturalmente infectado na ilha de Santa 

Catarina – Estado de Santa Catarina, Brasil (STEINDEL et al., 1991) e a cepa 

Choachi, isolada das glândulas salivares de Rhodnius prolixus, naturalmente 

infectado, capturado no Estado de Cundinamarca, Colômbia (SCHOTTELIUS, 

1984). 

 

3.1.2 Cepas de Trypanosoma cruzi 

 

Foram utilizadas as cepas CL, isolada de Triatoma infestans em 1963 na  

localidade de Encruzilhada – Estado do Rio Grande do Sul, Brasil e a cepa Y, 

isolada em 1978 de um caso humano agudo da doença em São Paulo, Brasil. 

 

3.2 Amostras de soros 

 

Para a avaliação da imunoreatividade cruzada entre as diferentes formas  

do T. cruzi e do T. rangeli, foram utilizadas 26 amostras de soros de pacientes 

chagásicos crônicos apresentando a forma cardíaca e 13 a forma indeterminada da 

doença. Estes soros foram obtidos das sorotecas do Laboratório de Protozoologia 

do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP) da Universidade Federal de 
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Santa Catarina (UFSC) e do Centro de Referência para o Tratamento de Doenças 

Infecciosas e Parasitárias da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  

Estes soros foram previamente testados por IFI pelas instituições de origem 

utilizando formas epimastigotas como antígeno e os pacientes caracterizados 

quanto à forma clínica. 

Em todos os ensaios foram utilizados, além dos soros teste, soros padrões 

positivos e negativos previamente testados e caracterizados pelo Laboratório de 

Protozoologia, considerado Laboratório de Referência para o diagnóstico da doença 

de Chagas e leishmanioses para o Estado de Santa Catarina. 

A utilização dos soros humanos bem como o uso de animais foi aprovado 

pelo comitê de ética da Universidade Federal de Santa Catarina sob o número 155 

CEUA. 

 

3.3 Antígenos 

 

Como antígenos para a reação de imunofluorescência indireta foram 

utilizadas formas  epimastigotas e tripomastigotas de cultura de cada  cepa das 

diferentes espécies de parasita em estudo. 

 

3.3.1 Formas epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli 

 

Formas epimastigotas da cepa Y e CL  de T. cruzi e da cepa Choachi e SC-

58 de T. rangeli foram obtidas através de cultivo em meio LIT (CAMARGO, 1964) a 

28ºC em estufa bacteriológica. As cepas foram mantidas através de repiques 

semanais em meio suplementado com 15% de soro bovino fetal (SBF). 
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3.3.2 Formas tripomastigotas de cultura de T. cruzi 

 

Formas tripomastigotas da cepa Y e CL de T. cruzi foram obtidas do 

sobrenadante de cultura de células Vero (ATCC-CCL81). As linhagens celulares 

foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm2 em meio Dulbeco’s Modified Eagle 

Medium - DMEM pH 7,4, acrescido de 10% de SBF, 2mM de L-glutamina e 

100µg/mL de ampicilina sódica. As células foram mantidas através de repiques 

semanais em estufa umidificada a 5% de CO2  à 37ºC. 

Para a infecção celular, os frascos de cultura foram lavados com solução 

salina tamponada (PBS) estéril pH 7,4 e as monocamadas tratadas com tripsina 

0,25% mais EDTA 0,1% por 5 minutos à 37ºC. Em seguida, as células foram 

lavadas em DMEM pH 7,4 suplementado com 10% de SBF, a 250 x g  por 5 minutos 

à temperatura ambiente e novamente adicionadas no mesmo meio. O número de 

células foi determinado em câmara de Neubauer e a concentração ajustada para 1,0 

x106 células/mL. A viabilidade das células foi verificada através de coloração vital 

(Trypan blue 0,02%) e a suspensão  mantida em banho de gelo até ser utilizada. 

Quinhentos microlitros da suspensão celular, contendo aproximadamente 

500.000 células,  foi semeada em frascos de cultura de 25 cm2 e cultivadas em 

estufa umidificada a 5% de CO2 à 37ºC em meio DMEM pH 7,4 mais 10% de SBF. 

Após 24 horas, as monocamadas celulares foram lavadas 3 vezes em PBS 

estéril pH 7,4 para a remoção de células não aderentes e infectadas com 

aproximadamente 10.000 tripomastigotas sangüíneos da cepa Y. Estas formas 

foram  obtidas através de  punção retro-orbital de camundongos Swiss 

experimentalmente infectados. Após a punção, o sangue foi centrifugado a 500 x g 

por 10 minutos e mantido por 1 hora em banho-maria à 37ºC, sendo então coletado 
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o sobrenadante contendo os tripomastigotas. Para a infecção com a cepa CL, 

culturas na fase estacionária de crescimento em meio LIT, foram lavadas 2 vezes 

em PBS estéril pH 7,4 e incubadas por 30 minutos com soro humano normal à 

temperatura ambiente. Após a incubação com o soro humano, o qual propicia a lise 

das formas epimastigotas, a cultura foi novamente centrifugada a 500 x g por 10 

minutos e suspensa em meio DMEM pH 7,4. Uma nova centrifugação a 500 x g  por 

2 minutos foi realizada e a cultura foi então mantida por 1 hora em banho-maria à 

37ºC  para o posterior recolhimento dos tripomastigotas presentes no sobrenadante. 

 A exposição das células aos parasitas, tanto da cepa Y como da CL, foi 

interrompida após 12 horas através de sucessivas lavagens com PBS estéril pH 7,4 

à 4oC para a retirada de parasitas não aderidos. Em seguida, foram novamente 

incubadas em meio DMEM pH 7,4 nas mesmas condições. Após 72 horas, o 

parasita completa sua multiplicação intracelular e as formas tripomastigotas 

liberadas no sobrenadante foram coletadas, centrifugadas a 2.000 x g por 10 

minutos e suspensas em PBS glicosado 0,1% para posterior fixação e utilização na 

reação de imunofluorescência indireta. 
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3.3.3 Formas tripomastigotas de cultura de Trypanosoma rangeli 

 

Formas tripomastigotas da cepa Choachi e SC-58 de T. rangeli foram 

obtidas através de cultivo em meio LIT (CAMARGO, 1964) e posterior 

diferenciação em meio DMEM, conforme  descrito por Koerich et al. (2002). 

Resumidamente, parasitas obtidos na fase exponencial de crescimento em 

meio LIT, foram lavados 3 vezes em PBS estéril  pH 7,4 e tiveram a concentração 

ajustada para  2x106  parasitas/mL em meio DMEM pH 8,0 acrescido de 5% de SBF.  

Em tubos cônicos de cultura de 15mL ou em garrafas estéreis, os parasitas foram 

mantidos em estufa bacteriológica à 28ºC por um período de 6 a 8 dias. 

A partir do sexto dia de cultivo, a taxa de diferenciação foi avaliada 

diariamente através da contagem randômica de 200 parasitas em esfregaços 

corados pelo método de Giemsa. As culturas com taxa de diferenciação superiores a 

80% foram então lavadas em PBS glicosado 0,1% para posterior fixação e utilização 

na reação de imunofluorescência indireta. 

 

3.4 Preparação dos antígenos 

 

As formas epimastigotas das cepas Y e CL de T. cruzi, Choachi e SC-58 de 

T. rangeli,  obtidas na fase exponencial de crescimento em meio LIT, assim como as 

formas tripomastigotas de cultura  foram lavadas 3 vezes em PBS pH 7,4 por 

centrifugação a 2.000 x g por 10 minutos.  

Após a lavagem, os parasitas foram fixados em paraformaldeído 2% em 

PBS (v/v) por 12 horas à 4ºC. Em seguida  foram realizadas mais duas  lavagens em 

PBS pH 7,4 a 2.000 x g por 10 minutos e a concentração final ajustada para 1x106  
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parasitas/mL em PBS acrescido de 1% de soro albumina bovina (BSA). Uma vez  

pronto,  5µL  de antígeno foram distribuídos por poço em lâminas próprias para 

imunofluorescência. As lâminas foram secas ao ar e a  manutenção da morfologia 

dos parasitas fixados, avaliada em microscópio óptico. As lâminas foram então 

embaladas em papel alumínio e conservadas à –20ºC até sua utilização. 

 

3.5 Reação de Imunofluorescência Indireta 

 

 Os soros incluídos no presente estudo  foram diluídos sucessivamente         

( 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640 e 1/1280) em tampão PBS pH 7,4. Os controles 

positivo e negativo foram utilizados na diluição de 1/40 em PBS pH 7,4. 

Após a diluição as amostras e os controles foram distribuídos sobre as 

lâminas contendo o antígeno fixado, conforme o descrito em 3.4, e incubadas por 30 

minutos à 37ºC, em câmara úmida. Ao final do tempo de incubação, as lâminas 

foram lavadas duas vezes por 10 e 5 minutos respectivamente em tampão PBS pH 

7,4, enxagüadas brevemente em água destilada e imediatamente secas ao ar. 

O conjugado anti-imunoglobulina G  total humana Fluoline H, Biolab, São 

Paulo, marcado com isotiocianato de fluoresceína (FITC)  foi preparado através de 

uma diluição de 1/200 em tampão PBS pH 7,4. O corante azul de Evans 0,01%, 

usado para diminuir a coloração de fundo, foi utilizado numa concentração de 1/100 

em PBS pH 7,4. 

 Após a preparação do conjugado, 10µL do mesmo foram adicionados 

sobre as lâminas, e uma nova incubação de 30 minutos à 37ºC, em câmara úmida e 

ao abrigo da luz foi realizada. Ao final da incubação, as lâminas foram novamente 
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lavadas duas vezes por 10 e 5 minutos em tampão PBS pH 7,4 e enxagüadas 

brevemente em água destilada. 

Após serem secas ao ar as lâminas receberam uma camada  de glicerina 

tamponada (glicerina comercial : tampão carbonato/bicarbonato 0,5 M pH 9,5, 9:1),  

e foram cobertas com lamínula 24 X 50mm, sendo então observadas em 

microscópio de fluorescência Olympus – Bx40 – FL utilizando-se a objetiva de 20X e 

40X. 

A positividade da reação é determinada pela observação de uma coloração 

verde-fluorescente, produzida pela ativação da fluoresceína sob a luz UV, presente 

apenas nos parasitas incubados com soros positivos. O título de cada amostra foi 

determinado pela diluição máxima do soro teste onde pôde ser  detectada 

fluorescência. A intensidade de fluorescência em cada título positivo foi ainda 

avaliada como: +++ forte, ++ média, + fraca e – negativa no título de 1/40. 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata de forma duplo cega 

e avaliados por, pelo menos, dois observadores independentes. 

 

3.6 Análise Estatística  

 

Os títulos obtidos para os soros de pacientes chagásicos crônicos, 

apresentando as formas cardíaca e indeterminada da doença testados contra as 

formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura de T. cruzi e T. rangeli foram 

estatisticamente analisados pelo teste de ANOVA e as médias comparadas pelo 

teste de Dunn’s, sendo consideradas significativas as diferenças com p<0,05. 
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Fixação dos antígenos 

 

Durante o processo de fixação dos antígenos para a reação de 

imunofluorescência indireta, observou-se um comportamento distinto entre as 

formas epimastigotas e tripomastigotas. O protocolo de fixação, inicialmente 

proposto e testado para as formas epimastigotas, não pôde ser utilizado para as 

formas tripomastigotas. Após a adição do paraformaldeído 2% e conseqüente 

centrifugação uma intensa lise celular era observada, o que nos levou a padronizar 

um novo protocolo de fixação. 

Foram testadas alterações em relação ao número de centrifugações com 

PBS, a utilização de PBS glicosado em diferentes concentrações, alterações na 

força centrífuga, concentração de paraformaldeído e a utilização de formaldeído em 

diferentes concentrações. Após inúmeros testes, o protocolo padronizado consiste 

em lavar as formas tripomastigotas de cultura 2 vezes por centrifugação em PBS 

glicosado 0,1% a 500 x g por 10 minutos à 4ºC.  

Após a centrifugação, os parasitas foram novamente adicionados de PBS 

glicosado 0,1% e fixados em formaldeído 7,5% por 1 hora à temperatura ambiente. 

Em seguida foi realizada mais uma centrifugação em PBS glicosado 0,1% a 500 x g 

por 10 minutos à 4ºC e a concentração final ajustada para 1x106 parasitas/mL em 

PBS acrescido de 1% de BSA. 

A superfície celular dos tripanossomatídeos é bastante variável, na 

dependência da espécie e do ciclo evolutivo. No caso do T. cruzi  todas as formas 

evolutivas apresentam um discreto glicocálice, que é constituído por proteínas 
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periféricas e por proteínas integrais que se projetam para o lado externo da célula. 

Esse conjunto de macromoléculas, que é variável entre as diferentes formas 

evolutivas do parasita, confere um aspecto morfológico à sua superfície. Nas formas 

epimastigotas a superfície é bastante lisa, já as formas amastigotas e 

tripomastigotas apresentam uma superfície rugosa, possivelmente indicando a 

presença de um número maior de complexos macromoleculares expostos na 

superfície celular (HOARE et al., 1996; De SOUZA, 1995; BITTENCOURT, 2000). 

Levando-se em consideração a presença de carboidratos expostos na 

superfície celular e a existência de proteínas isoladas de plantas e animais que 

reconhecem especificamente carboidratos, as lectinas têm sido utilizadas para o 

estudo comparativo do glicocálice das diferentes formas do ciclo de vida do T. cruzi 

(De SOUZA, 1995). O uso de diferentes lectinas têm mostrado a existência de 

diferenças significativas entre as várias formas evolutivas do parasita. Como 

exemplo, pode-se citar o emprego da lectina do gérmen do trigo (WGA), que 

reconhece resíduos de N-acetil-D-glicosamina e ácido siálico. Essa lectina é capaz 

de aglutinar intensamente as formas epimastigotas, mesmo em baixas 

concentrações, requerendo maiores concentrações para aglutinar as outras formas 

(De SOUZA, 1995; BITTENCOURT, 2000). 

Katzin et al. (1980) demonstraram através de aglutinação e 

imunofluorescência a presença de receptores para as lectinas ConA, SBA e WGA 

em formas epimastigotas e apenas receptores para ConA em formas tripomastigotas 

sangüíneas de T. cruzi. Os mesmos autores em 1983, utilizando 3 lectinas 

marcadas radioativamente no estudo de glicoproteínas de superfície de formas 

tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas da cepa Y de T. cruzi, observaram 
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mudanças no perfil destas glicoproteínas de acordo com o estágio evolutivo 

(KATZIN & COLLI, 1983). 

Diferenças qualitativas e quantitativas em glicoproteínas de superfície de 

formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de 3 cepas (Y, CL e MR) de T. 

cruzi, foram observadas através de testes de imunofluorescência com as lectinas 

RCA, ConA, PNA e WGA (ARAÚJO et al., 1980). 

Um outro aspecto importante da superfície celular é a sua carga, que é 

conferida pela presença de grupamentos aniônicos e catiônicos expostos. O grau de 

negatividade da superfície de uma célula interfere significativamente na sua 

capacidade de aderir ou não a outras células ou substratos biológicos, interferindo, 

portanto, no comportamento celular (De SOUZA, 1995). 

 Estudos realizados mostram que a forma tripomastigota do T. cruzi 

apresenta a superfície mais negativa, enquanto a forma epimastigota é a menos 

negativa. Resíduos de ácido siálico associados a glicoproteínas e glicolipídeos são 

os principais responsáveis pelo grau de negatividade da superfície celular                 

(De SOUZA, 1995). 

Diferenças significativas entre as várias formas evolutivas também são 

encontradas no que se refere a membrana citoplasmática. A membrana que reveste 

as formas epimastigotas é muito mais rica em proteínas integrais, e 

conseqüentemente mais rígida do que a que reveste a forma amastigota e  

tripomastigota. Sendo assim,  a membrana plasmática das formas amastigota e 

tripomastigota apresenta um grau maior de fluidez (HOARE et al., 1996). 

 As formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli não são tão bem 

estudadas mas, assim como o T. cruzi, também apresentaram um comportamento 

distinto durante o processo de fixação. Ao contrário do T. cruzi, que é aglutinado por 
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lectinas que reagem com um amplo espectro de resíduos de açúcares, o T. rangeli 

reage com poucas lectinas, principalmente aquelas que reconhecem resíduos de 

manose e glicose, sendo seletivamente aglutinado pela lectina de Vicia villosa (D’ 

ALESSANDRO & SARAVIA, 1992). 

As informações referentes à biologia molecular e superfície celular do T. 

rangeli são limitadas. No entanto há evidências que os padrões de expressão de 

receptores para lectinas no parasita presente no inseto vetor são diferentes 

daqueles que se encontram no meio de cultura. 

Essas diferenças na constituição da superfície e membrana celular e a 

presença de diferentes componentes aniônicos e catiônicos podem explicar o 

distinto comportamento das formas epimastigotas e tripomastigotas no que se refere 

ao processo de fixação destas formas. 

 

4.2 Formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli 

 

A obtenção de formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli foi realizada 

através de diferenciação em meio DMEM pH 8,0 segundo Koerich et al. (2002). Em 

média a percentagem de diferenciação obtida foi de 75%. Com o objetivo de 

aumentar esta percentagem, ou seja, reduzir a contaminação com formas 

epimastigotas foram realizadas alterações no protocolo original. 

Schottelius (1982), testando a lise de formas epimastigotas de T. rangeli 

frente a soros de diferentes espécies animais, observou que a lise destas formas 

ocorria somente na presença de soro de galinha. Com base neste conhecimento, 

culturas com uma diferenciação em torno de 80% foram incubadas por 30 minutos à 

27ºC v/v com soro de galinha. Após a incubação, a cultura foi centrifugada a 250 x g 



 

 

46

 
 

por 5 minutos e incubada novamente em banho-maria à 37ºC para que os 

tripomastigotas migrassem para o sobrenadante, obtendo-se assim uma cultura com 

uma menor quantidade de epimastigotas contaminantes. Com a utilização deste 

novo protocolo, a purificação de formas tripomastigotas atingiu em média 95%. 

Interessantemente, o protocolo supracitado somente funcionou para a cepa 

Choachi. Apesar de ocorrer a lise das formas epimastigotas da cepa SC-58, as 

formas tripomastigotas durante a última etapa do processo não migraram para o 

sobrenadante, impossibilitando desta maneira sua separação. 

Steindel (1993), através da análise dos perfis de RAPD de 16 cepas de T. 

rangeli originárias de diferentes regiões geográficas, utilizando o coeficiente de 

similaridade de Dice, mostrou 2 grupos distintos de cepas de T. rangeli: um formado 

pelas cepas de Santa Catarina e o outro pelas cepas de Honduras, Colômbia e 

Venezuela. As diferenças nos perfis de RAPD destas cepas aliada as diferenças 

verificadas nos perfis antigênicos e isoenzimáticos, sugerem que estas duas 

populações são geneticamente distintas. 

A fraca reatividade de anticorpos monoclonais anti-cepa H8GS com as 

cepas SC-58 e SC-61 de T. rangeli, observada nos testes de imunofluorescência 

indireta, e a ausência de reação destes monoclonais nos testes de Western blot 

também mostram a existência de variabilidade antigênica em T. rangeli                  

(STEINDEL, 1993). 

Recentemente, Guhl et al. (2002) caracterizaram 25 cepas de T. rangeli 

isoladas de R. prolixus e R. colombiensis naturalmente infectados, capturados na 

Colômbia e Venezuela. Após o isolamento das cepas por inoculação de 

metatripomastigotas em camundongos e subseqüente hemocultura em meio LIT, as 

cepas foram caracterizadas através da análise do gene do mini-exon. O estudo 
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comprova um polimorfismo anteriormente revelado, o qual é corroborado pela 

análise de outros marcadores moleculares como as isoenzimas, RAPD e kDNA 

(GUHL et al.,  2002). Neste sentido, a diferença observada no presente estudo no 

que refere-se à sensibilidade diferenciada de tripomastigotas de cultura das cepas 

Choachi e SC-58 frente ao soro de galinha, pode ser devida a comprovada 

variabilidade biológica e genética destas cepas. 

 

4.3 Reação de Imunofluorescência Indireta - IFI 

 

Com o objetivo de analisar a reatividade sorológica cruzada entre T. cruzi e 

T. rangeli foram testados em ensaios de imunofluorescência indireta 26 soros 

humanos oriundos de pacientes chagásicos crônicos com a forma cardíaca e 13 

com a  forma indeterminada da doença, frente a formas epimastigotas e 

tripomastigotas de cultura das cepas Y e CL de T. cruzi e Choachi e SC-58 de T. 

rangeli. 

 

4.3.1 Soros de pacientes com forma Cardíaca X Epimastigotas 

 

A análise dos soros de pacientes chagásicos crônicos apresentando a 

forma cardíaca da doença demonstrou uma forte reatividade sorológica cruzada 

quando do uso de formas epimastigotas como antígeno na IFI. A soropositividade foi 

de 100% tanto contra as formas epimastigotas de T. cruzi quanto com as de T. 

rangeli (Tabela 1). Foi observada uma variação inter-específica significativa 

(p<0,001) em relação aos títulos das reações, sendo que as reações mais intensas 

ocorreram quando foram utilizadas as formas epimastigotas de T. cruzi (Tabela 1). A 
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média dos títulos de anticorpos dos soros dos pacientes cardíacos testados contra 

as formas epimastigotas de T. cruzi foi de 461,54 para a cepa Y, de 369,23 para a 

cepa CL, de 183,07 para a cepa SC-58 e de 124,61 para a cepa Choachi de T. 

rangeli (Figura 3). 
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Figura 3.  Resultado da média dos títulos de anticorpos dos 26 soros de pacientes 
chagásicos crônicos apresentando a forma cardíaca da doença frente às formas 
epimastigotas de T. cruzi (cepas Y e CL) e T. rangeli (cepas Choachi e SC-58) em ensaios 
de imunofluorescência indireta. O erro padrão da média está apresentado acima de cada 
barra. Epi Y x Epi CL (p>0,05); Epi Y x Epi SC (p<0,001); Epi Y x Epi CH (p<0,001); Epi CL x 
Epi SC (p<0,01); Epi CL x Epi CH (p<0,001); Epi SC x Epi CH (p>0,05).  

 

 

A variação intra-específica, ou seja, a diferença de reatividade de um 

mesmo soro frente às cepas de uma mesma espécie não foi significativa (p>0,05) 

tanto para T. cruzi como para T. rangeli. Entretanto o padrão de fluorescência 

apresentou uma variação inter-específica. Nas formas epimastigotas de T. rangeli  

pôde-se observar uma marcação de membrana mais acentuada (Figura 4 B), 

enquanto nas formas epimastigotas de T. cruzi a fluorescência da maioria dos soros 

foi mais homogênea, incluindo núcleo e cinetoplasto (Figura 4 A). No entanto, nem 

todos os soros apresentaram um padrão de fluorescência uniforme frente às formas 
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epimastigotas de T. cruzi. Em alguns soros pôde-se observar uma marcação de 

membrana mais acentuada, contrastando com o padrão observado para a maioria 

dos soros (Figura 4 C). 
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Figura 4. Distribuição da fluorescência em formas epimastigotas de T. cruzi (A e C) 
e T. rangeli (B) incubadas com soros de pacientes chagásicos crônicos com a forma 
cardíaca da doença, em ensaios de imunofluorescência indireta, na diluição de 1/40. 
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4.3.2 Soros de pacientes com forma Indeterminada X Epimastigotas 

 

 O padrão de reação dos soros de pacientes chagásicos crônicos com a 

forma indeterminada da doença, frente às formas epimastigotas de T. cruzi e T. 

rangeli também revelou uma variação inter-específica significativa (p<0,001), 

mostrando-se bastante variável tanto em relação ao título como em intensidade. Os 

maiores títulos, assim como as reações mais intensas, ocorreram quando da 

utilização de formas epimastigotas de T. cruzi como antígeno (Tabela 2). A média 

dos títulos de anticorpos dos soros dos pacientes com a forma indeterminada da 

doença testados contra as formas epimastigotas de T. cruzi  foi de 323,08 para a 

cepa Y, 292,31 para a cepa CL, de 46,15 para a cepa SC-58 e de 43,08 para a cepa 

Choachi de T. rangeli (Figura 5). A soropositividade foi de 100% frente às formas 

epimastigotas de T. cruzi e de 46,15% frente às formas epimastigotas de T. rangeli. 

A reatividade sorológica cruzada foi menos intensa do que a observada com 

os soros dos pacientes cardíacos, sendo  proporcional ao título de anticorpos dos 

soros testados. Todos os soros com títulos de 1/40 e/ou 1/80 quando incubados com 

as formas epimastigotas de T. cruzi  não reagiram com as formas epimastigotas de 

T. rangeli (Tabela 2). 
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Figura 5. Resultado da média dos títulos de anticorpos dos 13 soros de pacientes 
chagásicos crônicos apresentando a forma indeterminada da doença frente às formas 
epimastigotas de T. cruzi (cepas Y e CL) e T. rangeli (cepas Choachi e SC-58) em ensaios 
de imunofluorescência indireta. O erro padrão da média está apresentado acima de cada 
barra. Epi Y x Epi CL (p>0,05); Epi Y x Epi SC (p<0,001); Epi Y x Epi CH (p<0,001); Epi CL x 
Epi SC (p<0,01); Epi CL x Epi CH (p<0,001); Epi SC x Epi CH (p>0,05).  

 
 
 
 

Uma variação intra-específica no que tange ao título e a intensidade da 

reação, da mesma maneira que para a forma cardíaca, não foi significativa (p>0,05). 

O padrão de fluorescência foi mais homogêneo para epimastigotas de T. cruzi 

(Figura 6 A), enquanto que para epimastigotas de T. rangeli a marcação de 

membrana foi mais acentuada (Figura 6 B). 
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Figura 6. Distribuição da fluorescência em formas epimastigotas de T. cruzi (A) e T. 
rangeli (B) incubadas com soros de pacientes chagásicos crônicos com a forma 
indeterminada da doença, em ensaios de imunofluorescência indireta, na diluição de 1/40. 
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4.3.3 Soros de pacientes com forma Cardíaca X Tripomastigotas 

 

Os soros de pacientes chagásicos crônicos manifestando a forma cardíaca 

da doença reagiram fortemente com tripomastigotas de T. cruzi, porém 

apresentaram uma reação bem menos intensa com tripomastigotas de T. rangeli 

(Figura 7).  A soropositividade, como ocorreu com as formas epimastigotas, também 

foi de 100% frente as formas tripomastigotas de T. cruzi e T. rangeli (Tabela 1). A 

média dos títulos de anticorpos destes soros quando testados contra as formas 

tripomastigotas de cultura de T. cruzi foi de 960 para a cepa Y, de 566,15 para a 

cepa CL, de 46,15 para a cepa SC-58 e de 52,30 para a cepa Choachi de T. rangeli. 
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Figura 7. Resultado da média dos títulos de anticorpos dos 26 soros de pacientes 
chagásicos crônicos apresentando a forma cardíaca da doença frente às formas 
tripomastigotas de T. cruzi (cepas Y e CL) e T. rangeli (cepas Choachi e SC-58) em ensaios 
de imunofluorescência indireta. O erro padrão da média está apresentado acima de cada 
barra.  Tripo Y x Tripo CL (p>0,05); Tripo Y x Tripo SC (p<0,001); Tripo Y x Tripo CH 
(p<0,001); Tripo CL x Tripo SC (p<0,001); Tripo CL x Tripo CH (p<0,001); Tripo SC x Tripo 
CH (p>0,05).  

 
 

Em relação à intensidade da reação, foi observada uma variação inter-

específica significativa (p<0,001) sendo menos intensas as reações com 
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tripomastigotas de T. rangeli, não ocorrendo o mesmo na análise intra-específica 

(p>0,05). Esse mesmo comportamento ocorreu com os padrões de fluorescência. As 

formas tripomastigotas de T. cruzi apresentaram um padrão mais homogêneo, 

porém com uma acentuada marcação de membrana (Figura 8 A), já nas formas 

tripomastigotas de T. rangeli, apenas uma discreta marcação de membrana e a 

presença de grânulos citoplasmáticos foi observada (Figura 8 B). 
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Figura 8. Distribuição da fluorescência em formas tripomastigotas de T. cruzi (A) e 
T. rangeli (B) incubadas com soros de pacientes chagásicos crônicos com a forma cardíaca 
da doença, em ensaios de imunofluorescência indireta, na diluição de 1/40. 
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4.3.4 Soros de pacientes com forma Indeterminada X Tripomastigotas 

 

A reatividade dos soros de pacientes chagásicos com a forma indeterminada 

da doença frente às formas tripomastigotas de T. cruzi foi, na grande maioria das 

análises, mais intensa quando comparada com as formas epimastigotas do referido 

parasita (Figura 5 e Figura 9). No entanto, os soros que apresentaram  títulos de 

1/40 e 1/80 quando testados previamente contra formas epimastigotas de T. cruzi, 

não reagiram com as formas tripomastigotas de T. cruzi ou de T. rangeli (Tabela 2). 

A soropositividade foi de 46,15%  tanto frente as formas tripomastigotas de T. cruzi 

como de T. rangeli. 

Apenas os soros com títulos iguais ou superiores a 1/320 frente às formas 

epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, apresentaram uma reatividade 

sorológica cruzada com tripomastigotas de T. rangeli, mesmo assim, numa 

intensidade menor do que a observada com as formas epimastigotas de T. rangeli 

(Tabela 2). A média dos títulos de anticorpos dos soros testados contra as formas 

tripomastigotas de T. cruzi foi de 685,71 para a cepa Y, de 640 para a cepa CL e de 

45,71 para as cepas SC-58 e Choachi de T. rangeli, não ocorrendo uma variação 

intra-específica significativa (p>0,05). 

Em função do elevado número de soros com resultados não reativos (6/13), 

uma nova análise estatística foi realizada considerando somente os resultados 

reagentes quando foi observada uma variação inter-específica significativa (p<0,001)      

(Figura 9). 

Em relação ao comportamento do padrão de fluorescência, o mesmo foi 

semelhante ao observado para os soros de pacientes com a forma cardíaca, sendo 

mais homogêneo nas formas tripomastigotas de T. cruzi, incluindo núcleo e 
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cinetoplasto, e apresentando apenas uma marcação de membrana nas formas 

tripomastigotas de T. rangeli. 
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Figura 9. Resultado da média dos títulos de anticorpos dos 13 soros de pacientes 
chagásicos crônicos apresentando a forma indeterminada da doença frente às formas 
tripomastigotas de T. cruzi (cepas Y e CL) e T. rangeli (cepas Choachi e SC-58) em ensaios 
de imunofluorescência indireta. O erro padrão da média está apresentado acima de cada 
barra. Tripo Y x Tripo CL (p>0,05); Tripo Y x Tripo SC (p<0,05); Tripo Y x Tripo CH (p<0,05); 
Tripo CL x Tripo SC (p<0,05); Tripo CL x Tripo CH (p<0,05); Tripo SC x Tripo CH (p>0,05).  
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  Tabela 1. Resultado dos títulos e da intensidade de reação, no título de 1/40, dos 26 soros 
de pacientes chagásicos cardíacos testados contra formas epimastigotas e tripomastigotas 
de cultura das cepas Y e CL de T. cruzi e SC-58 e Choachi (CH) de T. rangeli. 

 
 

Epimastigota Tripomastigota 
Soros 

Y CL SC-58 CH Y CL SC-58 CH 

1 1/640 ++++ 1/640 +++ 1/160 ++ 1/160 +++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/80 + 

2 1/320 +++ 1/160 +++ 1/80     + 1/80     + 1/640 +++ 1/640 +++ 1/40 + 1/80 + 

3 1/320 ++++ 1/320 +++ 1/320 +++ 1/160 +++ 1/640 ++++ 1/320 ++++ 1/40 + 1/40 + 

4 1/160 +++ 1/320 +++ 1/160 ++ 1/80   ++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

5 1/320 +++ 1/160 +++ 1/160 +++ 1/160 +++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/80 + 1/80 + 

6 1/320 ++++ 1/320 +++ 1/80    + 1/80     + 1/640 ++++ 1/320 ++++ 1/40 + 1/40 + 

7 1/320 +++ 1/320 +++ 1/160 ++ 1/80    + 1/640 ++++ 1/320 ++++ 1/40 + 1/40 + 

8 1/320 ++++ 1/320 ++ 1/160 +++ 1/160 ++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/80 + 

9 1/160 +++ 1/160 ++ 1/40     + 1/40     + 1/640 ++++ 1/320 ++++ 1/40 + 1/40 + 

10 1/320 ++++ 1/320 +++ 1/80  ++ 1/80     + 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/80 + 

11 1/160 ++++ 1/160 ++ 1/80    ++ 1/40     + 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

12 1/320 +++ 1/160 +++ 1/80     + 1/80     + 1/640 +++ 1/320 +++ 1/40 + 1/40 + 

13 1/320 +++ 1/160 ++ 1/160 ++ 1/80      + 1/640 +++ 1/320 +++ 1/40 + 1/40 + 

14 1/640 ++++ 1/640 +++ 1/320 ++++ 1/320 +++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/80 + 1/80 + 

15 1/640 ++++ 1/640 +++ 1/320 ++++ 1/160 ++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

16 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/640 +++ 1/320 +++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

17 1/320 +++ 1/160 ++ 1/80  ++ 1/40  ++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

18 1/320 ++++ 1/160 ++ 1/80  ++ 1/80    + 1/1280 ++++ 1/640 +++ 1/40 + 1/40 + 

19 1/640 +++ 1/640 +++ 1/320 +++ 1/160 ++ 1/1280 ++++ 1/640 +++ 1/80 + 1/80 + 

20 1/640 ++++ 1/320 ++ 1/160 +++ 1/160 ++ 1/1280 ++++ 1/640 +++ 1/40 + 1/40 + 

21 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/160 +++ 1/80 +++ 1/1280 ++++ 1/640 +++ 1/40 + 1/40 + 

22 1/640 ++++ 1/320 ++ 1/160 +++ 1/80 +++ 1/1280 ++++ 1/640 +++ 1/40 + 1/40 + 

23 1/640 +++ 1/640 +++ 1/160 ++ 1/80  ++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

24 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/160 ++ 1/80  ++ 1/640 ++++ 1/640 +++ 1/40 + 1/40 + 

25 1/320 +++ 1/320 ++ 1/320 ++ 1/320 ++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

26 1/640 ++++ 1/320 ++ 1/160 +++ 1/80  ++ 1/1280 ++++ 1/640 ++++ 1/80 + 1/80 + 
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Tabela 2. Resultado dos títulos e da intensidade de reação, no título de 1/40, dos 13 
soros de pacientes chagásicos com a forma indeterminada da doença testados contra 
formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura das cepas Y e CL de T. cruzi e SC-58 e 
Choachi (CH) de T. rangeli. 

 

Epimastigota Tripomastigota 
Soros 

Y CL SC-58 CH Y CL SC-58 CH 

1 1/40 + 1/40 + NR NR NR NR NR NR 

2 1/40 + 1/40 + NR NR NR NR NR NR 

3 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/160 ++ 1/160 ++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

4 1/160 +++ 1/160 +++ 1/40 + 1/40 + 1/320 +++ 1/320 +++ 1/40 + 1/40 + 

5 1/80 + 1/80 + NR NR NR NR NR NR 

6 1/40 + 1/40 + NR NR NR NR NR NR 

7 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/80 ++ 1/80 ++ 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

8 1/1280 ++++ 1/1280 ++++ 1/160 +++ 1/160 ++ 1/1280 ++++ 1/1280 ++++ 1/80 + 1/80 + 

9 1/160 +++ 1/80 +++ 1/40 + 1/40 + 1/640 ++++ 1/320 +++ 1/40 + 1/40 + 

10 1/320 ++++ 1/320 ++++ 1/80 ++ 1/40 + 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

11 1/80 + 1/80 + NR NR NR NR NR NR 

12 1/640 ++++ 1/320 ++++ 1/40 + 1/40 + 1/640 ++++ 1/640 ++++ 1/40 + 1/40 + 

13 1/80 + 1/80 ++ NR NR NR NR NR NR 

* NR  - Não reativo 

 

 

 

A reatividade sorológica cruzada entre formas epimastigotas de T. cruzi e T. 

rangeli tem sido demonstrada por diferentes autores em ensaios de 

imunofluorescência indireta e imunoblot (ACOSTA et al., 1991; STEINDEL, 1993; 

SALDAÑA et al., 1995). 

 Afchain et al. (1979) comparou a composição antigênica de extratos 

solúveis de formas epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli por imunoeletroforese e 

concluiu que 60% dos antígenos identificados são comuns a ambas as espécies. 

Saldaña et al. (1995) observaram através de Western blot que soros de 

camundongos infectados com T. cruzi também apresentam anticorpos reativos 
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contra antígenos de T. rangeli. Estes resultados confirmam a reatividade sorológica 

cruzada das formas epimastigotas destes dois parasitas. Os antígenos de T. rangeli 

reconhecidos pelos anticorpos anti-T. cruzi no início da infecção foram 

caracterizados como sendo de  alto peso molecular (116, 100, 81, 76, e 71 kDa) e, 

após algumas semanas, proteínas de baixo peso molecular (37 – 23 kDa) também 

foram reconhecidas. 

Guhl et al. (1985) descreveram uma glicoproteína majoritária de 73 kDa (GP 

73), na superfície de formas epimastigotas de T. rangeli que parece estar associada 

com as reações sorológicas cruzadas com o T. cruzi. 

Guhl et al. (1987) utilizando soros de pacientes infectados pelo T. cruzi e 

pelo T. rangeli e soros de pacientes apresentando infecções mistas por estes 

parasitas, verificaram uma alta reatividade cruzada destes soros com antígenos 

destes dois parasitas em testes de IFI e ELISA quando foram utilizados parasitas 

íntegros e antígenos brutos. 

Steindel (1993) através de reações de imunofluorescência indireta, 

utilizando soros policlonais anti-T. cruzi e anti-T. rangeli, obtidos a partir da 

imunização de camundongos com extratos totais, demonstrou uma elevada 

reatividade cruzada entre as formas epimastigotas destes dois parasitas. Os soros 

anti-T. cruzi promoveram reações de fluorescência intensa na membrana e grânulos 

citoplasmáticos dos parasitas de todas as cepas de T. cruzi estudadas. Entretanto, 

os parasitas das  cepas de T. rangeli apresentaram reações bem menos intensas e 

apenas nos grânulos citoplasmáticos.  

Ensaios de Western blot utilizando antígenos totais de formas epimastigotas 

de cultura das cepas Y e SC-28 de T. cruzi e das cepas SC-58 e H8GS de T. rangeli 

frente aos seus respectivos soros imunes homólogos e hererólogos mostraram um 



 

 

60

 
 

elevado grau de reatividade cruzada, confirmando a presença de antígenos comuns 

entre estes dois parasitas (STEINDEL, 1993). 

Face à utilização rotineira da reação de imunofluorescência indireta no 

diagnóstico da doença de Chagas, da comprovada reatividade sorológica cruzada 

entre T. cruzi e T. rangeli e da sua ocorrência simpátrica em uma ampla área 

geográfica, o presente estudo objetivou quantificar e avaliar comparativamente esta 

reatividade cruzada utilizando diferentes formas parasitárias como antígenos e soros 

de pacientes com diferentes formas clínicas da doença. 

 Em relação à reatividade com formas epimastigotas, todos os soros dos 

pacientes cardíacos testados reagiram fortemente tanto com o T. cruzi como com o 

T. rangeli, corroborando os dados da literatura (Tabela 1). No entanto, os títulos 

obtidos e a intensidade das reações foram variáveis, sendo mais  intensas  frente às 

formas epimastigotas de T. cruzi. Já a reatividade dos soros dos pacientes com a 

forma indeterminada frente à formas epimastigotas foi menos intensa e proporcional 

ao título de anticorpos (Tabela 2).  

Esta reatividade diferenciada pode estar relacionada, entre outras coisas,  a 

existência de diferentes perfis de anticorpos nos soros testados e a  diferenças 

qualitativas e quantitativas em relação aos antígenos testados.  

Saldaña & Sousa (1996b) avaliaram por immunoblotting o perfil antigênico 

das formas epimastigotas de 3 cepas de T. cruzi e T. rangeli, utilizando anticorpos 

policlonais. A análise das reações obtidas com anticorpos anti-T. rangeli frente às 

formas epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli, revelaram bandas antigênicas de 81, 

76, 71, 63, 58-60, 54, 51, 49, 43, 39, 34, 29 e 24 kDa para T. rangeli, e bandas de 

81, 76, 71, 58-60, 34, 29 e 23 kDa para T. cruzi. Já os resultados obtidos com os 

anticorpos anti-T. cruzi, revelaram um padrão diferente, com bandas de 82, 81, 77, 
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71, 67, 54 e 24 kDa reconhecidas no perfil antigênico de T. rangeli, e bandas de 92, 

86, 83, 82, 81, 77, 71, 67, 57, 44, 39, 36, 28, e 23kDa em T. cruzi. Tanto as formas 

epimastigotas de T. cruzi como de T. rangeli apresentaram um perfil antigênico mais 

complexo, com um número maior de bandas, quando testadas frente a seus soros 

homólogos.  

Recentemente, alguns estudos tentam correlacionar o perfil de isotipos de 

anticorpos anti-T.cruzi com as diferentes manifestações clínicas da doença de 

Chagas (MORGAN et al., 1996).  

 Sabidamente, os soros de pacientes com cardiopatia chagásica 

apresentam altos títulos de IgM, quando comparados com indivíduos na fase 

indeterminada da doença, o que é consistente com a teoria de que a auto-imunidade 

pode contribuir para a cardiopatia chagásica. Os soros provenientes de pacientes 

com envolvimento gastrintestinal apresentam níveis elevados de IgA, enquanto 

aqueles oriundos de pacientes com manifestações mistas do tipo cardíaca- 

intestinais mostram títulos elevados de IgG 2 (MORGAN et al., 1998). 

 Mais recentemente, foi realizada uma análise através do exame de 

especificidade antigênica da resposta de IgG 1, 2, 3 IgM, e IgA de pacientes com 

diferentes manifestações clínicas por Western blot. Observou-se, então, que IgG 3 

da maioria dos indivíduos da forma digestiva liga-se ao antígeno de 68 kDa, 

enquanto que anticorpos provenientes de  pacientes com a forma cardíaca 

raramente detectam essa molécula. Além disso, os perfis de reconhecimento 

antigênico por cada isotipo diferem drasticamente dos perfis de outros isotipos 

independentemente da forma clínica da doença (MINEO et al., 1996; MORGAN et 

al., 1998). 
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  Há fortes indicações, assim, de que os anticorpos anti-T. cruzi apresentam 

um painel de reatividade distinto em pacientes com diferentes formas clínicas. É 

possível que essas diferenças reflitam mecanismos imunorreguladores diversos, 

com a participação de citocinas influenciando a expressão de diferentes classes de 

imunoglobulinas, e envolvidos com os distintos cursos da doença (MINEO et al., 

1996; MORGAN et al., 1998). 

Umezawa et al. (1996) descreveram diferenças na resposta imune 

humoral entre soros humanos chagásicos obtidos na fase aguda e crônica da 

doença, utilizando quatro preparações antigênicas obtidas de T. cruzi e que refletem 

o conteúdo de superfície e interno encontrado nas formas tripomastigotas.  

A proporção de IgG dirigida a antígenos de superfície dos 

tripomastigotas foi maior em soros agudos que nos crônicos, enquanto o oposto foi 

observado nos antígenos  internos do parasita (UMEZAWA et al., 1996). 

 Em outro estudo, realizado em crianças bolivianas, residentes em 

três diferentes áreas endêmicas, verificou-se que parâmetros sorológicos e 

bioquímicos poderiam definir os diferentes estágios da infecção aguda pelo T. cruzi 

(MEDRANO-MERCADO et al., 1996). 

Todas essas mudanças observadas no perfil das imunoglobulinas, 

durante as diferentes fases da doença e nas manifestações clínicas refletem 

complexos mecanismos imunorreguladores que devem, em última instância, 

influenciar os perfis de reatividade e o curso da infecção pelo T. cruzi. 

 No presente estudo em relação a intensidade e ao padrão de fluorescência 

das reações, não foi observada uma variação intra-específica significativa (p>0,05) 

entre as cepas SC-58 e Choachi de T. rangeli,  as quais apresentaram um padrão 

de reação e fluorescência semelhantes entre si, tendo ocorrido o mesmo entre as 
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cepas Y e CL de T. cruzi. No entanto, uma variação inter-específica significativa 

(p<0,001) ocorreu em relação aos títulos e ao padrão de fluorescência nas 

diferentes formas clínicas. 

As formas epimastigotas de T. cruzi quando testadas com os soros de 

pacientes cardíacos apresentaram um padrão de fluorescência que variou de 

homogêneo, incluindo núcleo e cinetoplasto (Figura 4 A), a uma marcação de 

membrana mais acentuada (Figura 4 C). Já frente aos soros dos pacientes com a 

forma indeterminada o padrão de fluorescência foi mais homogêneo (Figura 6 A). 

Estas variações no padrão de fluorescência poderiam ser explicadas pela 

variabilidade antigênica que reflete uma variabilidade genética do T. cruzi. 

Andrade et al. (1999) verificaram, através da análise de tecidos de 

camundongos infectados, uma clara distribuição diferencial dos diferentes clones de 

T. cruzi, indicando que a variabilidade genética do parasita é um dos grandes fatores 

que influenciam na patogênese da doença de Chagas. Esta variabilidade reflete um 

polimorfismo genético no que diz respeito as glicoproteínas de superfície, que estão 

relacionadas com fenômenos de reconhecimento e adesão celular e que podem 

estar envolvidas na distribuição tecidual diferenciada. 

  Recentes estudos de microsatélites demonstram claramente que as cepas 

de T. cruzi são freqüentemente multiclonais, e que conseqüentemente a maioria dos 

pacientes chagásicos podem facilmente ter sido infectados por pelo menos dois 

diferentes clones de T. cruzi, o que determinaria padrões distintos de respostas 

imunes em um mesmo indivíduo (ANDRADE et al., 1999).  

 De forma geral, no presente estudo, o padrão de fluorescência das formas 

epimastigotas de T. rangeli  mostrou-se uniforme, com acentuada marcação de 
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membrana, independente do uso de soros obtidos das duas formas clínicas da 

doença de Chagas (Figura 4 B e 6 B). 

Diferenças no padrão de fluorescência de formas epimastigotas de T. 

rangeli já foram anteriormente relatadas. Vázques et al. (1997) através da análise de 

65 soros de crianças panamenhas, observaram três padrões de fluorescência em 

formas epimastigotas de T. rangeli: (I) padrão homogêneo, incluindo núcleo e 

cinetoplasto,  (II) presença de grânulos citoplasmáticos e (III) fluorescência flagelar. 

Embora o T. rangeli e o T. cruzi compartilhem aproximadamente 60% dos 

antígenos de superfície  é possível determinar polipeptídeos específicos para cada 

espécie, sendo que antígenos (38, 43 e 48 Kda) já foram purificados e parcialmente 

caracterizados como sendo marcadores específicos para T. rangeli (AFCHAIN et al., 

1979).  

Saldaña et al. (1993) através de análise em gel de poliacrilamida e dodecil 

sulfato sódico (SDS-PAGE), conseguiram diferenciar T. cruzi de T. rangeli baseados 

principalmente em 4  proteínas exclusivas do T. rangeli que apresentaram massa 

molecular de 93, 77-73, 63 e 54-52 KDa. Estes mesmos autores identificaram por 

eletroforese e Western blot uma  proteína de 48 KDa  específica de epimastigotas 

de  T. rangeli (SALDAÑA, 1997). 

 Assim sendo, a variação no padrão de fluorescência pode ser decorrência 

da variabilidade antigênica  dos dois parasitas, uma vez que o T. rangeli  possui um 

perfil de proteínas muito mais rico, sugerindo que sua superfície celular, pelo menos 

das formas epimastigotas, é mais complexa do que os componentes presentes na 

superfície celular das formas epimastigotas de T. cruzi. Conseqüentemente, a 

existência de diferentes epítopos de ligação para os anticorpos deve ser levada em 

consideração (SALDAÑA, 1997). 
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A complexidade da superfície celular do T. rangeli pode ser entendida se 

levarmos em conta características distintas de seu ciclo biológico como seu padrão 

de desenvolvimento no inseto vetor, que envolve a migração do estômago para a 

hemocele, internalização em hemócitos e a invasão das glândulas salivares. Todos 

esses eventos necessitam de processos de reconhecimento, adesão e penetração 

de diversas barreiras, sendo que  a presença de moléculas de superfície específicas 

que propiciem esta interação são essenciais (SALDAÑA, 1997). 

 A utilização de formas tripomastigotas como antígeno nas reações de IFI 

resultou em uma redução significativa (p<0,001) da reatividade sorológica cruzada 

entre T. cruzi e T. rangeli, tanto em relação ao título como em relação à intensidade 

das reações (Tabela 1 e 2). 

 De uma maneira geral, os soros dos pacientes, apresentaram uma 

reatividade mais intensa frente à tripomastigotas de T. cruzi quando comparada com  

as formas epimastigotas (Tabela 1 e 2). 

Steindel (1993) avaliou em testes de imunofluorescência indireta a interação 

de formas de cultura de diferentes cepas de T. cruzi e T. rangeli com anticorpos 

monoclonais, revelando que as cepas  destes parasitas são heterogêneas. Os 

quatro anticorpos monoclonais anti-cepa Y de T. cruzi induzidos contra 

tripomastigotas sangüíneos foram espécie-específicos, mas não estágio-específicos, 

pois reconheceram formas epimastigotas de cultura. Esta reatividade deve-se à 

existência de antígenos comuns entre os diferentes estágios evolutivos do parasita.  

A  maior reatividade frente as formas tripomastigotas de T. cruzi pode ser 

explicada com base na especificidade dos anticorpos, uma vez que durante a 

infecção os anticorpos são produzidos contra estas formas. 
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 Nos pacientes chagásicos crônicos com a forma indeterminada, apenas os 

soros com títulos iguais ou superiores a 1/320 frente à formas tripomastigotas de T. 

cruzi reagiram com tripomastigotas de T. rangeli, mesmo assim com uma 

intensidade reduzida. 

Levando-se em consideração a forte reatividade sorológica cruzada frente 

às formas epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli e o fato de compartilharem 

aproximadamente 60% dos antígenos solúveis de superfície, a redução considerável 

da reatividade cruzada quando utilizadas as formas tripomastigotas pode ser 

decorrência da constituição antigênica distinta nestas formas evolutivas de T. cruzi e 

T. rangeli, corroborando os estudos de perfis antigênicos (AFCHAIN et al., 1979). 

Como ocorreu com as formas epimastigotas, não foi observada uma 

variação intra-específica significativa (p>0,05)  em relação a intensidade e padrão de 

fluorescência quando do uso de formas tripomastigotas como antígenos          

(Tabela 1 e 2). 

O padrão de fluorescência das formas tripomastigotas de T. cruzi, 

independentemente da forma clínica, apresentou-se homogêneo, com uma 

acentuada marcação de membrana assim como no núcleo e cinetoplasto         

(Figura 8 A). Já nas formas tripomastigotas de T. rangeli, apenas uma discreta 

marcação de membrana pôde ser constatada (Figura 8 B). 

A ausência de uma variação no padrão de fluorescência quando do uso de 

formas tripomastigotas de T. cruzi, pode ser conseqüência da especificidade dos 

anticorpos que se ligariam a um número muito maior de epítopos, originando assim, 

um padrão de fluorescência homogêneo e uniforme. 

Os soros provenientes de pacientes com a forma indeterminada, que 

apresentaram títulos de 1/40 e 1/80 frente à formas epimastigotas de T. cruzi , não 
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reagiram com as formas epimastigotas de T. rangeli (Tabela 2). Esta ausência de 

reatividade, pode ser conseqüência da baixa quantidade de anticorpos, uma vez que 

a maioria dos soros quando testados com epimastigotas de T. rangeli apresentaram 

uma diminuição de no mínimo, dois títulos em relação aos títulos obtidos com 

epimastigotas de T. cruzi. Entretanto, considerando que a maioria (76%) dos soros 

de pacientes chagásicos apresentam título igual ou superior a 1/640, sendo raros 

(1,4%) os soros com títulos inferiores a 1/160 (CAMARGO, 1966) e que no presente 

estudo todos os soros que apresentaram um título elevado cruzaram com as formas 

epimastigotas de T. rangeli, poderíamos suspeitar de resultados falso-positivos para 

os soros com títulos igual a 1/40 e 1/80.  Esta hipótese foi corroborada pelo fato de 

que estes mesmos soros não reagiram com as formas tripomastigotas de T. cruzi 

(Tabela 2). 

 É clássico o reconhecimento de reações sorológicas cruzadas entre 

diferentes infecções no diagnóstico de rotina, principalmente quando são utilizados 

antígenos não-purificados. Apesar de infreqüente e apresentar títulos menores do 

que os habitualmente observados em pacientes chagásicos, a existência de reações 

cruzadas com outras doenças, como toxoplasmose, leishmaniose, hanseníase, 

tuberculose e doenças auto-imunes tem sido relatada (CAMARGO, 1992). 

Com base nestes dados, nos resultados obtidos e aliado ao fato de que 

atualmente o teste sorológico de referência para a doença de Chagas é a 

imunofluorescência indireta,  surge a preocupação, em relação a considerar ou não 

como chagásicos, pacientes apresentando um título de 1/40 e 1/80 nas reações de 

IFI. 

 O ônus que a doença produz é o quarto na América Latina, e não está 

relacionado apenas aos custos com internações, tratamento e o absenteísmo, mas 
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também com a sobrecarga previdênciária, uma vez que é responsável em áreas 

endêmicas brasileiras, por 9,1% de todas as pensões por invalidez (ZICKER, 1985; 

YVES et al., 2002). Nesse contexto, o  correto diagnóstico da doença de Chagas e a 

redução ou eliminação  de reações sorológicas cruzadas  são de suma importância. 

Em virtude da diminuição da reatividade sorológica cruzada, observada 

neste estudo,  a utilização de formas tripomastigotas  pode se tornar uma ferramenta 

adicional no que se refere ao diagnóstico de reações cruzadas, principalmente em 

regiões onde existe a ocorrência simpátrica T. cruzi / T. rangeli e no diagnóstico 

laboratorial de pacientes assintomáticos. 

No entanto, mais estudos devem ser realizados utilizando um número maior 

de cepas de ambos os parasitas, incluindo amostras de soros de pacientes 

infectados com T. rangeli, fato este não possível no presente estudo.  
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5.0 CONCLUSÕES 

 

 

• Em relação ao processo de fixação de antígenos para IFI, as formas 

tripomastigotas de cultura de T. cruzi e T. rangeli apresentaram um 

comportamento distinto do observado nas formas epimastigotas. 

• Foi padonizado um novo protocolo para a fixação das formas 

tripomastigotas de cultura de T. cruzi e T. rangeli.  

• A utilização de soro de galinha proporcionou a obtenção de culturas 

com uma proporção maior (90–95%) de tripomastigotas de T. rangeli. 

• Foi padronizado um novo protocolo para a utilização do soro de 

galinha na purificação das formas tripomastigotas de T. rangeli.  

• Não foi possível utilizar o novo protocolo de purificação de formas 

tripomastigotas de cultura padronizado  com soro de galinha para a 

cepa SC-58 de T. rangeli. 

• Foi observada uma forte reatividade cruzada dos soros de pacientes 

chagásicos crônicos apresentando as formas cardíaca e 

indeterminada da doença frente às formas epimastigotas de T. cruzi 

e T. rangeli, havendo porém uma distinção na intensidade da reação. 
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• Os soros dos pacientes com títulos de 1/40 e 1/80 frente a formas 

epimastigotas de T. cruzi, não reagiram com as formas epimastigotas 

de T. rangeli e tripomastigotas de T. cruzi e T. rangeli. 

• Considerando i) a intensidade de reação, ii) o título e iii) o padrão de 

fluorescência dos diferentes soros testados frente à formas 

epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e T. rangeli,  apenas uma  

variação inter-específica significativa (p<0,001) pôde ser observada. 

As reações mais intensas e com maior título foram obtidas com a 

utilização de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. 

• Uma  diminuição da reatividade cruzada, tanto em relação ao título 

como em intensidade, pôde ser observada com a utilização das 

formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli. 
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6.0 PERSPECTIVAS 

 

Como continuidade deste trabalho, estamos realizando a análise dos perfis 

antigênicos de ambas as formas epimastigotas e tripomastigotas das cepas de T. 

rangeli e T. cruzi , através de ensaios de Western blot, utilizando soros de pacientes 

chagásicos com as formas cardíaca e indeterminada, assim como soros de 

pacientes chagásicos agudos gentilmente cedidos pela Universidade Mayor de San 

Simón (Cochabamba, Bolívia). 

Ainda faz parte de nossas perspectivas a obtenção de soros de pacientes 

infectados pelo T. rangeli, a fim de verificar o padrão de reatividade sorológica 

cruzada em IFI assim como sua utilização nos ensaios de Western blot 

supracitados. 
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