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RESUMO

Até hoje ndo foi encontrado um teste soroldgico  definitivo para
diagnosticar a doenga de Chagas, recomendando-se a avaliacdo da mesma
amostra de soro através de duas ou trés metodologias. Empregada desde o injcio
do século, a reacdo de fixagdo do complemento apresenta-se como um método
barato e sensivel. Porém, sua dificil e demorada execussdo, a instabilidade dog
Ireagentes utilizados e o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis ¢ simples
como a IFI e a HAI a estio levando a um gradativo abandono. GARCIA e cols
(1995), avaliaram uma nova microtécnica de fixacdo de complemento (NFC)
rapida (2hs) e sensivel utilizando reagente estdveis e facilmente preparados
(complemento e hemolisina obtidos de Guinea pig e eritrécitos humanos), a qual
apresentou elevadas sensibilidade e especificidade para diagnosticar a moléstia de
Chagas cronica em soro nio diluido, utilizando um antigeno etanélico obtido 5
partir de formas epimastigotas do 7. cruzi.

No presente trabalho, avaliou-se a NFC, comparativamente a IFJ, para o
diagnostico da doenga de Chagas cronica utilizando quatro preparagdes
antigénicas de 7, cruzi.: um extrato aquoso (GA) e um extrato etandlico (EP) de
epimastigotas obtidos de cultura em meio LIT e extratos etandlicos de
tripomastigotas (TR) e amastigotas (AM) obtidas de cultura celular,
Empregaram-se 236 amostras testadas por IFI: 109 positivas- entre elas 20 com
diagnostico parasitologico- e 127 amostras negativas- entre elas 96 de doadores
de sangue, 6 de portadores de lues, 5 de portadores de toxoplasmose, 10 de
portadores de leishmaniose tegumentar americana, 8 de portadores de maldria e
duas de portadores de doenga reumética.

Nossos resultados mostram que realizando a titulacdo do sistema

hemolitico em duas etapas rapidas, é possivel obter reagio positiva em amostras

diluidas até 1:16. Comparando a NFC com a IFI os melhores limiares de



reatividade encontrados foram a diluigdo 1:4 para o antigeno AM e 1:2 para os

demais antigenos. O antigeno EP mostrou-se Ser o mais adequado entre as

preparagdes testadas, pois apresentou co-positividade (CP) com a IFI de 0,92207

¢ co-negatividade de 0,90000. Os valores de CP para os demais antigenos foram

de 0,68807 para o antigeno GA; 0,81118 para TR e 0,84000 para AM, enquanto

os valores de CN foram 0,85454 para GA; 0,87719 para TR e 0,90000 para AM.

A NFC mostrou-se ser uma microtécnica semi-quantitativa rapida,

sensivel, barata e de facil exccussio, aplicavel ao diagnostico da doenca de

Chagas.



ABSTRACT

A definite serologic test to diagnosis Chagas’disease has not been

found yet. It has been recommended the evaluation of serum sample through

two or three different methodologies. Since the beginning of this century,

the complement fixation reaction (CFR) has always been a sensible and

unexpensive method. Otherwise its difficult and time-consuming execution,
the instability of reagents involved and the development of much more
sensible and easier technics like indirect immunofluorescence (IIF) and

indirect hemagglutination (IHA), make the CFR obsolete.

Garcia et al (1995) evaluated a new microtechnique of complement

fixation (NCF) wh

stable reagents easily

ich has been demonstrated rapid (2hs) and sensible using
prepared (complement and hemolysin obtained of

Guinea pig and humans red blood cells). This technique has presented high

sensibility and specificity to diagnosis of chronic Chagas’disease in non-

diluted serum, when used an ethanolic antigen obtained from epimastigotes

forms of T. cruzi.
From this present data we evaluated the NC
sdisease using four (4) different antigens of T.

F comparing it with IIF to

diagnosis chronic Chagas
cruzi: one water soluble extract (G.A.), the second being an ethanol-soluble

extract (EP) from epimastigotes obtained from culture in LIT medium and

two more ethanolic extracts from tripomastigotes (TR) and amastigotes
(AM) obtained from cellula

tested by IIF as follow: 109 positiv

¢ culture. We also used 236 serum samples
e ones with 20 of them with parasitologic
diagnosis; 127 negative samples being: 96 of them normal blood donors, 6
of lues positives, 5 of toxoplasmosis positive, 10 of american tegumentar

leishmaniosis, 8 of malaria and two of rtheumatic disease.



Our results show that the two-step titration of the hemolytic system
achieve positive results in diluted samples up to 1:16. Comparing NCF with
IIF we reach the best results of reactivity in 1:4 for the AM antigen and 1:2
for the other antigens. The EP antigen was the most adequate since it
presented co-positivity (CP) with IIF of 0,92207 and co-negativity (CN) of
0,90000. The values of CP for the other antigens were of 0,68807 to the GA
antigen; 0,81118 to the TR antigen and 0,84000 to AM. The CN values were
0,85454 to GA; 0,87719 to TR and 0,90600 to AM.

The NCF showed to be a fast (2hs), sensible, unexpensive and easy

semi-quantitative microtechnique, applicable to Chagas’disease diagnosis.



Abreviaturas e Siglas Utilizadas

Ag - antigeno
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HAIX - Hemaglutinagfo Indireta

IFI - Imunofluorescéncia Indireta

LIT - Liver Infusion Tryptose

mg - miligrama

MG - Minas Gerais

mL - mililitro

mM - milimolar

NFC - Nova Fixag¢do de Complemento

NFC-AM - Nova Fixagio de Complemento usando o antigeno AM
NFC-EP - Nova Fixagio de Complemento usando o antigeno EP
NFC-GA - Nova Fixagdo de Complemento usando o antigeno GA
NFC-TR - Nova Fixagdo de Complemento usando o antigeno TR
RO - Rondénia

SFB - Soro Fetal Bovino

SIDA - Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida

UFOP - Universidade Federal de Ouro Preto
UFU - Universidade Federal de Uberlandia
ug - micrograma
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I- INTRODUCAO




I.1- A DOENCA DE CHAGAS

Nio obstante as recentes conquistas no combate a sua transmissfo, a
doenca de Chagas ainda permanece entre as principais endemias da América
Latina. DIAS (1993) avaliou que, aproximadamente, 100 milhSes de latino-
americanos vivem sob o risco de contrair a Tripanosomiase Americana e que algo
em torno de 16 a 18 milhdes ja se encontram infectados.

Descoberta nos primordios deste século por Carlos Chagas, esta doenca
tem como agente etiologico 0 Trypanosoma cruzi, um protozodrio flagelado da
familia Tripanosomatidae € pertencente ao subfilo Schizotrypanum. Este parasita
necessita de um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado (vetor) para realizar
com éxito seu ciclo biolégico, desenvolvendo-se no primeiro sob a forma de
amastigota (intracelular) ou tripomastigota sangilinea (extraceluar) e no segundo,
sob a forma de epimastigota ou tripomastigota metaciclica, sendo esta fltima
infectante para os mamiferos.

Os vetores utilizados pelo T. cruzi sdo hemipteros hematéfagos
pertencente & familia Reduvidae, que se contaminam ao ingerir formas
tripomastigotas durante o repasto sangiiineo em mamiferos infectados. Embora ja
se tenham descrito mais de cingiicnta espécies de triatomineos com infeccdo
natural pelo 7. cruzi, apenas um namero préximo de doze t€ém importincia
epidemiolégica, entre eles 0 Triatoma infestans € o Panstrongylus megistus nos
paises do Cone Sul e Rhodnius prolixus € Triatoma dimidiata na Colombia,
Venezuela e América Central

Entre os hospedeiros vertebrados silvestres encontram-se uma série de
mamiferos, entre eles membros das ordens: Marsupialia (gambas), Edentata
(tatus), Lagomorfa (lebres), Rhodentia (cotia), etc. Estes achados, além de

confirmarem o carater zoondtico da doenga, quando analisados em conjunto com

o comportamento sinantropico dos vetores, permitem entender a existéncia de um



ciclo domiciliar e outro peridomiciliar que se integram. Isto leva a crer que a
Doenca de Chagas era, inicialmente, uma enzoose que, com o assentamento de
popula¢bes humanas em novas fronteiras no meio silvestre, evoluiu como uma
antropozoonose € que atualmente pode comportar-se mesmo como uma
Zooantroponose ou uma zoonose.

Na manutencdo do ciclo, a infecgdo de humanos pelo T. cruzi pode ocorrer
por transmisséo vetorial, transfusional, congénita ou por transplante de 6rgos de
doadores chagdsicos para receptores sadios, levando a quadros clinicos e
conseqiiéncias variadas, destacando-se, por sua gravidade, a cardiomegalia ¢ a
dilatagdo dos orgdos cavitarios- pricipalmente célon e esbfago. Segundo PRATA
(1990), a infec¢do chagisica no homem pode ser classificada em uma Fase
Aguda benigna ou grave e uma Fase Cronica, a qual pode apresentar-se como
Forma Indeterminada, Forma Cardiaca, Forma Digestiva, Forma Nervosa ou,
ainda, Forma com Exacerbagdes Agudas. Esta ultima ocorrendo em pacientes
ressaltada  importincia nos pacientes que

imunocomprometidos, com
desenvolvem a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

L. 2 - O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE CHAGAS

O diagnostico clinico da doenga de Chagas ¢ dificultado pela elevada
freqiiéncia de pacientes assintomaticos que apresentam a Forma Indeterminada.
Soma-se a isto que, em casos sintomaticos, as manifestacdes clinicas nio podem
ser consideradas patognomonicas. Disto decorre a importincia dos métodos
laboratoriais de diagndstico parasitologicos e imunoldgicos, os quais devem ter
seus resultados analisados em conjunto com dados clinicos e epidemioldgicos.
Contudo, apesar de um numero consideravel de recursos técnicos disponiveis no

mercado, o diagnéstico laboratorial ainda se apresenta como uma problematica



sem solugdo satisfatéria, pemanecendo como um interessante tema de pesquisa
aplicada.

Em levantamento bibliografico de um total de 203 trabalhos cientificos
publicados na América Latina, no periodo de 1984 a 1995, evidenciam-se duas
linhas de pensamento no intuito de solucionar este problema: uma propae solucédo
a curto prazo com emprego de um conjunto de reagdes sorologicas e outra busca
solucdo a médio e longo prazo com a otimizacdo do ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ou desenvolvimento de técnicas de diagndstico de alta
especificidade através dos avangos da biologia molecular. Porém, a caréncia de
recursos financeiros impde-se como um obstaculo ao emprego generalizado de
técnicas imunoenzimaticas ou de biologia molecular, j4 que a distribui¢io
geografica desta doenga acompanha os menores indices de desenvolvimento
econdmico nos paises da América Latina . Depara-se, entdo, com um dilema:
optar por reagdes mais sensiveis e de maior especificidade, porém mais onerosas
ou optar por reages de menores especificidade e sensibilidade, no entanto, com

custos mais adequados as condig¢des econdmicas das zonas endémicas.

I. 2.1 - Métodos de Diagnéstico Parasitologico

Uma vez que o diagnostico clinico da doenga de Chagas nio ¢ conclusivo,
devem-se utilizar os recursos do diagndstico laboratorial, Entre as metodologias
laboratoriais disponiveis, destacam-se as destinadas ao diagnostico parasitologico
que, apresentando especificidade de 100%, determinam com seguranga o
paciente chagasico. No entanto, a alta sensibilidade destes métodos na fase aguda
da doen¢a diminui concomitantemente ao declinio da parasitemia, dificultando a

determinagdo do paciente ndo-chagasico, especialmente durante a fase crénica.



1.2.1.1- Métodos Diretos

De baixos custos e apresentando boa sensibilidade na fase aguda, os
métodos parasitologicos diretos- entre eles o microhematocrito, o Strout, a
pesquisa no creme leucocitdrio, a gota espessa e o exame direto a fresco- ndo
necessitam de grande aparato técnico ou pessoal altamente qualificado para
executa-lo. No entanto, estas metodologias pouco significam para diagndstico na
fase crbnica da doenga, na qual encontra-se a maioria dos pacientes que procuram

os servigos de assisténcia a saiide com supeitas de sofrerem da moléstia de

Chagas.
1.2.1.1.1- Microhematécrito

DEVIGNAT & DRESSE (1955) foram os primeiros a descrever uma
microtécnica para a concentragdo de tripanosomas por centrifugacdo, e
BENNETT (1962) utilizando a técnica do microhematécrito para diagndstico
rotineiro de protozodrios sangiiineos concluiu que a centrifugacio nio altera a sua
morfologia. WOO (1969) utilizou esta técnica em condigdes laboratoriais para a
detec¢do de tripanosomas, entre eles T. brucei, T. vivax, T. congolense e T.
evansi, no sangue ¢ liquor de animais de laboratério infectados. O mesmo autor
recomenda o emprego deste método para diagnosticar infecgdes por T. cruzi
(WOO, 1971). Com base em uma série de experimentos similares (WOO, 1970,
1971; WOO & KAUFFMAN, 1972; LA FUENTE e cols, 1985; WOO &
ROGERS, 1974; WOO & HAWKINS, 1975) determinaram-se as vantagens desta
técnica em relagdo as demais, sobretudo por sua simplicidade, rapidez e
sensibilidade. Como descrito por AZOGUE & DARRAS (1995), que trabalharam
com recém-nascidos na Bolivia, a sensibilidade do microhematécrito pode

chegar a 100% em Chagas congénito, quando feito a repeti¢do por quinze dias.



1.2.1.1.2- Strout

Strout desenvolveu um método de diagnostico baseado no principio de que
a forma tripomastigota sangliinea do T. cruzi migra para o soro durante a
formagdo do codgulo (STROUT, 1962) o qual, foi mais tarde modificado
(FLORES e col., 1966). A sensibilidade obtida para este método pode variar de
70%, quando se examina apenas o sedimento da primeira centrifugacio
(CEDILLOS e cols., 1970), até 100%, quando sdo examinados os sedimentos das
duas centrifugagdes (EMANUEL & CASTRO, 1983).

O Strout e o microhematocrito sdo os métodos parasitologicos diretos de
escolha para o diagnéstico da doenca de Chagas aguda, devido a sua
operacionalidade e sua alta sensibilidade. Desta forma, a adogiio da pesquisa no

creme leucocitario, gota espessa ou exame direto a fresco condiciona-se a
necessidades especificas, a saber: 0 exame direto a fresco permite, com alguma

exatiddo, quantificar a parasitemia e ja a gota espessa, permite avaliar
caracteristicas morfolégicas que podem subsidiar a diferenciagdo entre 7. cruzi e

T. rangeli, uma vez que a infecgdo por este ultimo tripanosomatideo pode ocorrer

em 4reas onde a moléstia de Chagas é endémica.

1.2.1.2- Métodos Indiretos

Procurando elevar a sensibilidade dos métodos parasitolégicos quando
realizados em pacientes cronicos ou agudos com baixa parasitemia,
desenvolveram-se os métodos indiretos entre os quais citam-se: o

xenodiagnostico, a hemocultura e mais recentemente a xenocultura.



Porém, a elevacdo da sensibilidade do diagnostico parasitologico trouxe consigo
0 Onus da necessidade de um maior aparato técnico, que se traduz em elevagio
dos custos e menor operacionalidade, uma vez que nenhum dos métodos indiretos
de diagnéstico parasitologico pode ser totalmente realizado em laboratérios

de andlises clinicas rotineiras.
1.2.1.2.1- Xenodiagnéstico

A realizag@o do xenodiagndstico requer a criagdo de triatomineos livres de
infecgdo por 7. cruzi e um tempo minimo para obtengdo dos resultados de 30
dias, sendo estes os principais inconvenientes da técnica. Dos trabalhos iniciais
de BRUMPT (1914) até o presente momento, virias modificagbes ja foram
introduzidas nesta metodologia, tais como: a varia¢do do método de obten¢do das
dejegGes dos triatomineos (SILVA ef al, 1993), a espécie de triatomineo usado
(CERISOLA e cols, 1971; SILVA et al, 1993) e o tempo esperado para leitura.
A sensibilidade deste método pode variar de 49.3% (WENDEL e cols, 1992) a
100%, como descrito por' SILVA e cols. (1993) quando obtiveram dejegdes
espontdneas de D. maximus ou R. meglectus e examinaram fezes e urina
separadamente. Os dados destes ltimos autores referentes & sensibilidade do
xenodiagndstico utilizando ninfas de R. neglectus sdo conflitantes com dados de
outros autores, entre eles RAMIREZ (1984) que apontam este triatominio como
pouco susceptivel a infecgdo experimental por T. cruzi, quando comparado a
outras espécies

Buscando-se maior subsidio para o estudo parasitologico da fase cronica
da doenga de Chagas, ha mais de 10 anos tenta-se padronizar uma metodologia
de xenodiandstico que possibilite uma avaliagdo da parasitemia. Para este fim,
CASTRO e cols. (1983) salientam a importincia da repeticdo do

xenodiagndstico, sendo também necessaria a leitura individual das dejecdes dos
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triatomineos. No entanto, a espécie de triatomineo utilizada, o método de
obtengdo das dejegdes ¢ talvez mesmo o volume de sangue ingerido pelo vetor
podem interferir no resultado do xenodiagnéstico e devem ser levados em
consideragdo para se avaliar a parasitemia. Assim, experimentos para avaliagio
da parasitemia através do xenodiagndstico utilizando espécies de triatomineos

diferentes ou metodologias distintas ndo podem ter seus dados comparados.

1.2.1.2.2- Xenocultura

BRONFEN  (1989), inoculando em meio de cultura as dejecdes dos
triatominios usados no xenodiagnostico e previamente deixados em solucdo
esterilizante, observou redugdo no tempo para leitura dos resultados ¢ aumento
da sensibilidade. Porém, CHIARI (1992) sugere que esta técnica nio seja

utilizada rotineiramente em laboratorio, mas sim que seja aplicada na avaliagdo

eventual do xenodiagnostico.

1.2.1.2.3- Hemocultura

Apesar do T. cruzi ser facilmente cultivado em meio acelular que contenha
hemoglobina ou derivados, resultados negativos obtidos na década de 50
(PEDREIRA, 1952 ¢ PIFANO, 1954) impediram o uso da hemocultura como
metodologia para diagnostico durante véarios anos. CHIARI et cols. (1966)
utilizando o meio LIT (Liver Infusion Tryptose) descrito por CAMARGO (1964)
encontraram positividade de 31,8% e modificages subseqiientes introduzidas na
técnica original aumentaram sua sensibilidade. Porém, alguns fatores parecem ser
limitantes para a sensibilidade deste método, entre eles o tempo de manuseio da
amostra de sangue, o uso de tubos novos para o cultivo e o tempo esperado para

examinar a cultura. Para este Ultimo fator ndo houve uniformidade entre o



. |

procedimento adotado por diferentes autores: 150 dias (MINTER -
GOEDBLOED, 1978), 120 dias (GALVAO e cols., 1986) e 45 dias (MOURAQ
& MELO, 1975; CHIARI & DIAS, 1975 e CHIARI e cols, 1989). Mais
recentemente, LUZ e cols (1994) modificando a técnica para hemocultura
descrita por CHIARI e cols (1989), obtiveram uma consideravel elevagdo na
sensibilidade, chegando ao valor de 79% com um teste e 94% com trés testes.
Contudo, mesmo tendo utilizado tubos novos e manipulado as amostras
rapidamente, estes autores trabalharam com uma amostragem de pacientes que
ainda ndo haviam utilizado nenhum quimioterdpico para tratamento da doeca de

Chagas, o que pode ter gerado uma tendéncia a maior positividade das

hemoculturas.

L. 2.2 - Diagnéstico Imunoldgico

Atualmente, apesar de intensas pesquisas no campo da biologia molecular,
utilizar um conjunto de reagdes sorologicas, interpretadas a luz de dados clinicos
e epidemioldgicos ainda ¢ o melhor e mais barato recurso para diagnosticar a
doenga de Chagas na sua fase crOnica.

Na etapa inicial da infec¢do, encontram-se anticorpos da classe IgM, os
quais sdo gradualmente substituidos por anticorpos da classe IgG a medida que a
doenga progride, podendo-se encontrar, ainda, anticorpos da classe IgA, tanto na
fase aguda quanto em fase cronica da doenga (PRIMAVERA, 1990). Devido as
limitagdes proprias do diagndstico clinico e do diagndstico parasitoldgico, a
deteccdio de anticorpos produzidos contra componentes do T, cruzi tem se
constituido em uma das principais contribui¢Ses para o diagnéstico da doenga de

Chagas aguda ou cronica, desde sua infrodugdo por GUERREIRO &
MACHADO (1913).
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As discrepancias nos resultados obtidos para as mesmas provas
sorologicas realizadas em distintos laboratorios levaram & necessidade de
normatizagéo do diagnostico sorologico para a enfermidade de Chagas, o que foi
avaliado por CAMARGO e cols. (1987). O controle de qualidade dos reativos
utilizados mostrou-se um ponto cruscial para garantir a fidelidade e
reprodutividade dos resultados obtidos. Com esta finalidade, HOSHINO-
SHIMIZU e cols (1986), desenvolveram um diagrama de verificagio para avaliar
reativos de hemaglutinagdo, que pode, perfeitamente, ser aplicado a reagentes de
outros métodos imunoldgicos de diagnostico.

Os testes sorologicos perdem em especificidade para os métodos
parasitologicos, uma vez que podem ocorrer reégﬁes cruzadas com outras
doencas, parasitarias ou ndo, tais como amebiase, maléria, lues, tuberculose, lepra
e leishmaniose (FREITAS e coﬁ., 1979; CERISOLA e cols., 1958; NEAL e
cols., 1970; NERY—GUIMARAES e cols, 1969). Em relagdio a outros
tripanosomas, reagdes cruzadas sdo descritas com anticorpos produzidos contra
tripanosomas afticanos (SEAH & MARSDEN, 1970) e em menor intensidade,
com T. rangeli (D’ALESSANDRO, 1979). Determinantes antigénicos comuns
também podem ser observados em tecidos humanos como miocérdio e nervos
(PETRY & EISEN, 1989). Além disso, resultados falso-positivos devido a IgM
natural sdo observados, e possivelmente deve-se a reagdo com fosfocolina, uma
fracdo antigénica comum a muitos parasitas e bactérias, como T cruzi
Leishmania, Toxoplasma, Toxocara, etc (LAL & OTTSEN, 1989) ou & presenca
de Fator Reumatoide. Na tentativa de minimizar as rea¢des cruzadas, vém-se
introduzindo a utilizagdo de antigenos purificados, antigenos recombinantes e
peptidios sintéticos. Entre os antigenos purificados estio a GP25
(SCHARFSTEIN e cols., 1985) que apresentou reagdio cruzada em apenas duas
amostras de soro em um total de 246 ¢ a GP72 (SCHECHTER et al, 1986) que

mostrou-se presente em 148 cepas de origens geograficas e zimodemas
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diferentes. Entre os autores que testaram antigenos recombinantes encontram-se
ZINGALES e cols (1990) que apresentaram resultados promissores com duas
proteinas recombinantes avaliadas em radioimunoensaio; LORCA e cols (1992)
que avaliaram oito proteinas de fusdo para um dot blot encontrando de 78% a
95% de sensibilidade e ALMEIDA e cols. (1990) que avaliaram dojs antigenos
recombinantes no teste ELISA. PERALTA e cols. (1994), testando dois
peptideos sintéticos para detecgfio de anticorpos anti-T0 cruyzi por ELISA
relataram sensibilidade de 99.4% em uma amostragem de 260 soros de
moradores do municipio de Virgem da Lapa(MG).

O diagnostico  sorologico pode permanecer positivo apds cura
parasitologica, fendmeno comum e geral que, possivelmente, & explicado pela
persisténcia da apresentagdo de antigenos do 7. cruzi por células dendriticas
(ANDRADE, 1988). Buscando contornar esta situagio e romper com a dicotonia
entre sensibilidade e especificidade, tém-se avaliado a PCR (Polymerase Chain
Reaction Assay) no diagndstico para doenga de Chagas (MOSER, 1989; DIAZ e
cols., 1992; RUSSONANDO e cols, 1992; CENTURION-LARA, 1994).
Contudo, TEIXEIRA e cols. (1991) alertam para a possibilidade de inser¢éio de
minicirculos de ADN (Acido Desoxirribonucleico) do 7. cruzi no genoma da
célula hospedeira, o que leva a persisténcia da positividade do PCR a despeito da
cura parasitologica.

Apesar das recentes pesquisas explorando técnicas de biologia molecular-
tais como sintese de peptidios, recombinagio génica e PCR- no desenvolvimento
de métodos para diagndstico de elevadas sensibilidade e especificidade, os
resultados obtidos permanecem, até 0 momento, equiparaveis aqueles descritos
para os métodos sorologicos classicos.

Entr¢ as provas sorologicas mais utilizadas para o diagnéstico da
enfermidade de Chagas estio a  Fixagio de Complemento (FC), a

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) , a Hemaglutinagdo Indireta (HAI) e o ELISA

b
e geen g R e A Rt
T « ; AT
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(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), as quais t€m sido recomendadas pela

Organizacdo Mundial da Satide (OMS, 1991).

1.2.2.1- Hemaglutinagio Indireta (HAD

KNIERIM & RUBINSTEIN (1970) avaliaram uma nova técnica de
hemaglutinagdo para 0 diagnostico da doenga de Chagas, usando hemadcias
humanas ligadas a antigenos provenientes de um extrato aquoso de epimastigotas
e relatram indices de sensibilidade e especificidade comparaveis aos encontrados
o de complemento por CERISOLA e cols. (1970). Estes resultados

para a fixa¢d

recomendaram o uso da técnica para selegdo de doadores e estimularam pesquisas

para sua otimizagdo. CAMARGO e cols. (1973) descreveram um teste HAI

realizado em placa utilizando eritrocitos tipo O tanizados e sensibilizados com

um extrato de epimastigotas rompidos por ondas ultrassonicas que, em estudo

comparativo em 1430 soros, mostrou resultados similares a Imunofluorescéncia ¢

Fixa¢do de Complemento. HOSHINO-SHIMIZU e cols. (1978) desenvolveram
um reagente polissacaridico estavel para diagnosticar a fase aguda ou infecgdes

recentes por 1. cruzi através da HAI que foi, mais tarde, padronizado pelos

mesmos autores (HOSHINO-SHIMZU e cols, 1982).

Atualmente existem “kits” comerciais de Hemaglutinagdo bem

padronizados para o diagnostico da doenga de Chagas. Porém a possibilidade de

ocorrer resultados falso-positivos limita o uso desta técnica como Unico recurso

para diagnostico laboratorial.
1.2.2.2- Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Esta técnica que tem a vantagem de permitir discriminar diferente classes

de imunoglogulinas- IgM, IgG e IgA- foi primeiramente descrita por FIFE &
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MUSHEL (1959), os quais usaram como antigeno, formas epimastigotas obtidas
de cultura “in vitro”. CAMARGO e cols. (1966) desenvolveram a técnica para o
diagnostico da doenga de Chagas ¢ obtiveram altos indices de sensibilidade e
especificidade, o que estimulou sua utilizagdo por outros laboratorios,
confirmando o padrdo observado pelos autores.

Os resultados obtidos com a IFI foram tdo confidveis que poucas
alteragoes foram introduzidas na técnica, sendo que somente na década de 80
foram retomadas as avaliagdes de antigenos. Observando que a forma evolutiva
do T cruzi utilizada interfere na performace da IFI, ARAUJO & GUPTILL
(1984) relataram que a forma amastigota obtida de cultura celular ¢ um antigeno
mais sensivel

que © epimastigota para deteccdo de IgG. Este relato foi
confirmado por PRIMAVERA e cols. (1990), que trabalharam com
tripomastigotas obtidos de camundongos imunossuprimidos, epimastigotas e

amasgotas, para a deteccao de IgA, IgM e IgG.

A praticidade deste teste ¢ 2 possibilidade do uso de reagentes

padronizados, além dos altos indices de especificidade e sensibilidade obtidos,

sdio responsaveis pelo emprego desta técnica na triagem de doadores de sangue

ou inqueritos soroepidemiologicos.

1.2.2.3- ELISA

VOLLER e cols. (1975), descreveram um teste imunoenzimatico realizado

em microplacas de poliestireno, usando extrato de T. cruzi como antigeno.
FERREIRA e cols. (1979), observaram correlagdo direta deste teste com a IFI, a

FC e HAL No entanto, persiste nesta técnica a reagdo cruzada com o 7. rangeli

como descrito por ANTHONY e cols. (1979).
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Um ponto critico para esta prova &, sem divida, o antigeno. Em sua
avaliagdo, MAGNAVAL e cols. (1985) concluiram que o antigeno bruto ¢ mais
eficiente para selegio de doadores de sangue. Porém a freqiiéncia de reagdes
cruzadas observadas com este antigeno levou & procura de antigenos purificados,
CAMARGO e cols. (1986) descreveram, em detalhes, a padronizacio do ELISA
usando como antigeno uma glicoproteina de 25KDa descrita por SCHARFSTEIN
e cols (1985), relatando queda na freqiiéncia de reacdes falso-positivas em soro
de pacientes acometidos por outras patologias.

ARAUJO (1985) descreveu um teste dot-ELISA para rapida deteccdo de
anticorpos anti-7. cruzi utilizando antigenos do parasita em tamp#o salino fixados
em papel de nitrocelulose, relatando 100% de especificidade e sensibilidade;
porém a amostragem deste autor foi de apenas 38 soros e as tnicas reagdes
cruzadas pesquisadas foram com leishmaniose tegumentar americana e

toxoplasmose. Este ensaio imunoenzimatico tem a vantagem de nfio necessitar de

nenhum equipamento para leitura, sendo aplicivel em inquéritos

soroepidemiolégicos (HUBSCH e cols., 1989).
Devido as altas sensibilidade e especificidade observadas nos testes

ELISA para o diagnostico da doenga de Chagas, FERREIRA e cols. (1979)
recomendam seu emprego para selecionar doadores de sangue e para confirmar o

diagnostico clinico e os resultados obtidos por ROCHA e cols. (1987) os

recomendam para o diagnostico “post mortem”.

1.2.2.4- Fixac¢iio de Complemento

A fixagdo de complemento (FC) teve seu fundamento descrito no inicio do
século por Bordet ¢ Gengou ¢ foi avaliada, para o diagnéstico da doenga de
Chagas, primeiramente por GUERREIRO & MACHADO (1913), os quais

usaram como antigeno um extrato aquoso de 7. cruzi obtido de bago de filhotes
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de cdes infectados. KELSER (1936) introduziu o uso de antigenos produzidos a
partir de culturas de T. cruzi. Na tentativa de diminuir o efeito da
anticomplementariedade dos soros, ROMANA & DIAS (1942) usaram solventes
orgnicos para extrair antigenos soluveis de T. cruzi e CHAFEE e cols. (1956)
padronizaram o uso de antigenos extraido por éter anidro em tampdo alcalino. A

extracdo com éter, diminuiu, significativamente, a rea¢do cruzada com Lues e

outras reagdes positivas em Soros de individuos sadios.
A sensibilidade descrita para esta reagdo € bastante variada. FREITAS

(1951) relatam 95% de sensibilidade, DIAS (1955) relata 98.6% e BATISTA &
SANTOS (1959) relatam 100%, sendo que estes Ultimos autores trabalharam com
uma amostragem pequena, 0 que justifica a sensibilidade maxima. Devido a
discrepancia entre os titulos sorologicos obtidos pela FC em diferentes
laboratérios, ALMEIDA & FIFE (1976) padronizaram a preparagﬁd ¢ avaliagdo
de antigenos, bem como a técnica de FC com 50% de hemolise. Apesar dos
resultados encorajadores, a dificil padroniza¢do dos reagentes e a interferéncia
de soros anticomplementares, favoreceram a gradativa substitui¢do deste
bioensaio por outras técnicas soroldgicas. Em conclusdo, os laboratérios que
relegaram a FC ao abandono, ndo o fizeram em decorréncia da performance da
reagdo, mas de sua dificil e demorada execussao.

Com intuito de simplificar a metodologia da FC para o diagndstico de
diversas patologias ¢ diminuir 0s custos dos reagentes, ARANTES (1969 e 1976),

testou o emprego de eritrocitos humanos como revelador, ndo observando

decréscimo significativo de especificidade ou sensibilidade. Esta modificagdo foi

resgatada por GARCIA & SOTELO (1991), que avaliando uma Nova Fixagdo de
Complemento (NFC) para o diagndstico de neurocistecercose, somaram ao

método a simplificagdo de se obter 0 complemento ¢ a hemolisina da mesma

fonte: cobaias sensibilizadas por eritrocitos humanos tipo O. Os autores relataram

concordincia com o ELISA da ordem de 93% para positivos e 97% para

e e

B G
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negativos. Mais tarde, GARCIA e cols. (1995) avaliaram a NFC no diagndstico
para Doenga de Chagas obtendo sensibilidade e especificidade de 92% e 99%
respectivamente. No entanto, estes autores realizaram o teste com apenas um
antigeno, usando somente soro ndo diluido e a {inica reagdo cruzada avaliada foi
com soro de pacientes com diagndstico de esquistossomose.

Considerando a necessidade premente de um método de diagnéstico
répido, seguro e a baixo custo em areas endémicas para Tripanosomiase
Americana, onde a caréncia de recursos financeiros € de mio-de-obra qualificada
sdo marcantes, propomos avaliar, criteriosamente, a NFC (GARCIA & SOTELO,
1991) no diagnéstico da doenga de Chagas, utilizando para tal fim, antigenos

preparados a partir de diferentes formas evolutivas do 7. cruzi.

i
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I - OBJETIVOS
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IL1 - Objetivo Geral:

Avaliar a Nova Reacdo de Fixagdo de Complemento (GARCIA &
SOTELO, 1991) para o diagndstico da Doenga de Chagas, quanto a sua

sensibilidade e sua especificidade, utilizando diferentes antigenos provenientes de

formas amastigotas, epimastigotas € tripomastigotas do T. cruzi.

L.2 - Objetivos Especificos:

IL2.1 - Avaliar a Nova Reagdo de Fixagdo de Complemento (GARCIA &

SOTELO, 1991) com antigenos preparados a partir das formas amastigotas e

tripomastigota obtidas de cultura em tecidos e epimastigota obtida de cultura em

meijo LIT (Liver Infusion Tryptose).

I1.2.2 - Detectar as possiveis reagdes cruzadas com soros de pacientes portadores

de Malaria, Lues, Leishmaniose, Toxoplasmose e Doenga Reumatica.

I1.2.3 - Comparar os resultados obtidos utilizando a Nova Reacfo de Fixagio de

Complemento (GARCIA & SOTELO, 1991) com os resultados obtidos através

da Imunofluorescéncia Indireta para T. cruzi usando conjugado anti-IgG.
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IIT1 - MATERIAIS E METODOS

T
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IIL.1-SOROS

IIL1.1- Positivos para Doenca de Chagas:

Foram utilizadas amostras de soro de 89 pacientes atendidos no Hospital

Escola da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro (FMTM), com sorologia
anti- 7. cruzi positiva, testadas por Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e

Hemaglutinagdo Indireta (HAI). Também usaram-se amostras de plasmas de 20
pacientes com xenodiagnéstico e/ou hemocultura positiva atendidos no

Laboratério de Parasitologia da FMTM.

II1.1.2- Negativos para Doenga de Chagas:

Foram utilizadas amostras de soro de 127 pacientes com sorologia anti-T,
cruzi negativa e assim distribuidos:
a) 96 doadores cadastrados no Hemominas de Uberlandia (MG), com

sorologia testados por IFI € HAL

b) 06 pacientes atendidos no Hospital Escola da FMTM, com sorologia
anti-T, cruzi negativa testados por IFT e sorologia positiva para Lues testada pela

técnica VDRL.

¢) 05 pacientes atendidos no Hospital Escola da FMTM, com sorologia
anti-T. cruzi negativa testados por IFI e sorologia positiva para toxoplasmose,

fase cronica, testados por IFL.

d) 10 pacientes com leishmaniose tegumentar americana, atendidos no
Hospital Escola da Universidade Federal de Uberléndia (UFU) e com sorologia

anti-T. cruzi negativa testados por IFL.

¢) 08 pacientes com diagnostico parasitologico de maldria, provenientes de
Porto Velho (RO) e com sorologia anti-7. cruzi negativa testados por IFI.

f) 02 pacientes com pesquisa de fator reumatoide positiva, atendidos no
Laboratério lI’)iloto de Analises Clinicas da Escola de Farmacia da Universidade

Federal de Ouro Preto (UFOP) e com sorologia anti-T. cruzi negativa testados por
IF1.
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por pungdo venosa e aliquotadas em volumes

As amostras eram colhidas
de 500uL e de 100uL sendo, entdo, armazenadas a -20°C até o momento do usg,

HL2 -ANTIGENOS

ITL.2.1- Obtengzio dos Antigenos

Os antigenos foram obtidos a partir da cepa Y do T cruzj mantida em
Camundongos no biotério do Laboratorio de Parasitologia da FMTM, por
repiques a cada oito dias, até o momento da inoculacdo em meio de cultura.

I1.2.1.1- Tripomastigotas

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir de culturg celular

mantida no Laboratdrio de Parasitologia da FMTM.
Para ativagdo e manutengdo da cultura utilizou-se monocamada de células

L.929, fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (RJ) e meio HAM F-12 com

HEPES BUFFER 20mM e L-glutamina produzido por INTERLAB,
suplementado com 10% de SFB. A cultura foi mantida em estufa regulada para

37°C e atmosfera de 5% CO». _ ,
As formas tripomastigotas foram isoladas a cada trés dias e armazenadas

em freezer a -70°C até o momento de serem processadas.

111.2.1.1.1- Isolamento das Formas Tripomastigotas

Para isolar as formas tripomastigotas, centrifugou-se o sobrenadante da

Cultura a 405xg, 4 temperatura ambiente por cinco minutos, incubando-se, a
seguir, a 37°C por sessenta minutos. O sobrenadante desta primeira centrifugacio

foi, entso, centrifugado a 1125xg, a temperatura de 4°C por quinze minutos ¢ 0
sedimento assim obtido foi lavado trés vezes, nas condigdes da Wltima

centrifugagdo, com salina esterilizada.

I1.2.1.2- Amastigotas

As formas amastigotas foram obtidas de cultura celular mantida no
Laboratério de Parasitologia da FMTM, nas mesmas condi¢des em que foj

mantida a cultura destinada a obtengéo de trlpomastlgotfls. .
As formas amastigotas foram isoladas a cada seis dias e armazenadas em

freezer a -70°C até o momento de serem processadas.
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I1.2.1.2.1- Isolamento das Formas Amastigotas

~ Para isolar as formas amastigotas a monocamada de c€lulas 1,929 fo;
tripsinizada e a suspensdo de células assim obtida foi centrifugada a 405xg, a
temperatura ambiente por cinco minutos e, em seguida, incubada g 37°C por
S€ssenta minutos. O sedimento foi entdo lavado trés vezes, nas mesmas condig¢des

de centrifugagdo, com salina esterilizada.

H1.2.1.3- Epimastigotas

As formas epimastigotas foram obtidas a partir de cultura em mejo LIT
(CAMARGO, 1964) mantida no Laboratério de Parasitologia da FMTM, 3
temperatura ambiente. Apbés a ativagdo, a cultura foi mantida em fase
€Xponencial de crescimento dobrando-se o volume de meio a cada dois djas,

As formas epimastigotas foram isoladas a cada oito dias e armazenadas e

freezer a -70°C até o momento de serem processadas.

II1.2.1.3.1- Isolamento das Formas Epimastigotas

Para isolar as formas epimastigotas a cultura em meio LIT foi centrifugada
a 1125xg, a 4°C por quinze minutos. O sedimento foi lavado trés vezes, nas

mesmas condigdes de centrifugagdo, com salina esterilizada.

1I1.2.2- Preparo dos Antigenos

I11.2.2.1- Antigeno GA (extrato aquoso de epimastigotas)

Este antigeno foi preparado seguindo-se uma metodologia similar a
descrita por ALMEIDA & FIFE (1976) para o antigeno nimero 4, a partir de

formas epimastigotas do T. cruzi. o o
No preparo deste antigeno, 50mg de epimastigotas liofilizadas foram

triturados em gral com 25mL de benzeno. A mi.stura foi deixada & temperatura
ambiente por 5 minutos sendo,em seguida., centrifugada a 1620xg e temperatura
ambiente por 15 minutos. O sedimento foi seco em estufa e, entfio acrescido de
dgua destilada esterilizada na propor¢do de 1:100 p/v. A suspensio obtida fo;
levada ao ultrassom regulado para freqiiéncia de BQKhz por 10 minutos e
Novamente centrifugado a 1620xg € temperatura ambiente por 15 minutos. O
sobrenadante foi diluido v/v em NaCl 1,7% p/v , envazado em frasco ambar e

armazenado a -20°C.
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111.2.2.2- Antigeno EP (extrato etanélico de epimastigotas)

Este antigeno foi preparado a partir de formas epimastigotas do T cruzi,

Stgundo a metodologia descrita por GARCIA e cols. (1995).

No preparo deste antigeno tranferiu-se uma suspensio rica eém parasitas
bara um gral. Por trés vezes, misturou-se acetona e a mistura foi deixada secar a
37°C. Em seguida, o material livre de acetona foi triturado até obten¢do de um pé
fino com textura de talco, ao qual foi adicionado etanol na propor¢do de ImlL,
Para cada 100mg de po. Esta suspensdo alcodlica, mantida ao abrigo da luz, foi
agitada, vigorosamente, trés vezes ao dia por 15 dias. Terminado este prazo, a
Suspensdo foi centrifugada a 1125xg e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante fo;

armazenado a temperatura ambiente € ao abrigo da luz.
I1.2.2.3- Antigeno TR (extrato etanélico de tripomastigotas)

No preparo deste antigeno, 50mg de tripomastigotas liofilizadas foram
transferidos para um gral. Por trés vezes, misturou-se com acetona e se deixou
secar a 37°C. O material obtido foi triturado até se obter um pé fino com textura

de talco, ao qual foi adicionado etanol na proporgdo de 1,5mL para 50mg de po.

Esta suspensio alcoélica, mantida ao abrigo da luz, foi agitada, vigorosamente,
rés vezes ao dia por quinze dias. Terminado este prazo, a suspensdo foi

centrifugada a 720xg e temperatura ambiente por cinco minutos. O sobrenadante
foi armazenado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

111.2.2.4- Antigeno AM (extrato etandlico de amastigotas)

No preparo deste antigeno, 100mg .de amastigotas liofilizadas foram
transferidos para um gral. Por trés vezes, misturou-se com acetona e se deixou
secar a 37°C. O material obtido foi triturado até se obter um pé fino com textura
de talco, ao qual foi adicionado etanol na proporgéo de. 2m.L para 100mg de pé.
Esta suspensdo alcodlica, mantida ao abrigq da luz, foi agitada, vigorosamente,
trés vezes ao dia por quinze dias. Terminado este prazo, a suspensio foi

centrifugada a 720xg ¢ temperatura ambiente por cinco minutos. O sobrenadante
foi armazenado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

I11.2.3.1- Teor Protéico

A concentragdo de proteinas em cada antigeno foi determinada pelo

método de Lowry (LOWRY, 1956).
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11.2.3.2- Teor de Acucares

A concentragdo de carbohidratos nos antigenos foi determinada pelo
meétodo enzimatico GOD-ANA produzido por LABTEST, lote H535.

IIL.3- OBTENCAO DO COMPLEMENTO-HEMOLISINA

O complemento e a hemolisina foram obtidos conjuntamente no soro de

cobaias,
A hemolisina anti-eritrocito humano foi obtida sensibilizando cobaias com

eritrécitos tipo O, como adaptado de GARCIA & SOTELO (1991). Para este fim,
cobaias de aproximadamente 500g foram inoculadas com 0.5ml, de eritrocitos
tipo O a 10% em solugdo salina, por via intraperitoneal, trés vezes por semana,
bor um prazo de trés meses. No terceiro dia apds a tltima imunizacio, os animais
foram sangrados totalmente por pungdo cardiaca, respeitando-se Jejum prévio de
12 horas acompanhado de fornecimento de d4gua em abundéncia. O Sangue obtido
foi deixado coagular a temperatura ambiente por trinta minutos e terminado este
Prazo, o coagulo foi solto e deixado retrair por sessenta minutos g 4°C,
Centrifugou-se, entdo, a 720xg e 4°C por 10 minutos ¢ um “pool”de todos os
Soros foi preparado em banho de gelo, tomando-se o cuidado de ndo misturar
Soro hemolisado com soro no hemolisado. O “pool”de soros foi aliquotado em
volumes de 0.5mL em frascos para 10mL, liofilizado e armazenado a 4°C.

IIL4- TITULACAO DO COMPLEMENTO-HEMOLISINA

O complemento ¢ a hemolisina foram titulados, conjuntamente e em duas
etapas, utilizando dois soros controles positivos € dois soros controles negativos,
classificados por IFI ¢ HAI e previamente inativados a 56°C por 30 minutos.

II1.4.1- Primeira Etapa

Tomaram-se oito frascos de complemento-hemolisina numerando-os de ]
a 8 e reconstituindo o liofilizado com PBS em volume Yariando em escala de
ImL, comecando com 3mL para o frasco nimero 1 até .lf)mL para o frasco
Mimero 8. Para ensaiar cada frasco de complemento-hemolisina, adicionaram-se
em uma placa de microtitulagdo com fundo em V, 25uL. de soro controle diluido
1:2 em PBS, 25uL do antigeno diluidp adequadamente em PBS e 50pL de
complemento-hemolisina. A placa foi agitada suavemente e incubada a 37°C por
45 minutos. Terminada esta primei'ra incubacdo, adlé:lonar,am-se 10uL. de
eritrdcitos tipo O na concetragdo aproximada (.:le 1.3 X 10® hemacias/mL, ag%tou_
S€ Suavemente e se incubou a 37°C por mais 60 minutos. Procedeu-se leitura
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Visual apés bater levemente nos cantos da placa. Escolheu-se para seguir a
titulagdo, o frasco de complemento-hemolisina que possibilitou discriminar 0S

S0ros controles positivos e negativos.

II1.4.2- Segunda Etapa

Em placa de microtitulagdo com fundo em V, diluiram-se os soros
controles em PBS de 1:2 a 1:16 mantendo um volume final de 25pL e adicionou-
se igual volume de antigeno diluido adequadamente em PBS. A cada conjunto de
soros controles diluidos adicionou-se um determinado volume de complemento
hemolisina do frasco escolhido na etapa anterior ( 10pL, 15uL, 20uL, 25uL,
30uL, 35pL, 40pL, 45uL). A placa foi agitada suavemente e incubada a 37°C por
45 minutos. Terminada esta primeira incubagdo, adicionaram-se 10ul de
eritrécitos tipo O na concentragdo aproximada de 1.3 x 108 hemédcias/mL, agitou-
se suavemente e se incubou a 37°C por mais 60 minutos. Procedeu-se leitura
visual apés bater levemente nos cantos da placa. Escolheu-se como volume
adequado de complemento-hemolisina aquele que permitiu discriminar os soros

controles positivos e negativos em suas mais altas diluigGes.

Usa-se na reagdo, o volume de complemento-hemolisina determinado

na segunda etapa da titulagdo destes reagentes. O titulo assim determinado
permanece inalterado por trés meses, desde que a liofilizagdo seja bem feita e que

os frascos de liofilizado sejam armazenados a 4°C.

IIL5- TITULAGAO DOS ANTIGENOS

Para titular os antigenos, foram utilizados dois soros controles negativos e

dois soros controles positivos com titulo determinanado por IFI de 1:80 e 1:640.
Os soros controles previamente inativados a 56°C por 30 minutos, foram
diluidos em PBS, diretamente na placa de microtitulagdo com fundo em V, de 1:2
a 1:16 mantendo um volume final de 25ul. A cada conjunto de soros controles
diluidos adicionaram-se 25uL de uma determinada dilui¢do do antigeno em PBS
(1:25, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150, 1:200, 1:300, 1:400) e volume adequado de
se suavemente a placa que, em seguida, foi

complemento-hemolisina. Agitou- : ., om se
erminada esta primeira incubacfo,

incubada a 37°C por 45 minutos. T : !
adicionaram-se 10pL de eritrocitos tipo O a concentragdo aproximada de 1.3 x

108 hemacias/mL, agitou-se suavemente ¢ se incubou a 37°C por mais 60
minutos. Procedeu-se a leitura visual apds bater levemente nos cantos da placa.

Considerou-se como diluigdo Otima para Uuso de cada antigeno, aquela que

permitiu discriminar oS SOros contoles positivos € negativos.
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IIL6- METODOLOGIA DA PROVA NFC

A metodologia seguida para a NFC no presente trabalho foi adaptada do
protocolo originalmente descrito por GARCIA e cols. (1995). Os soros foram
previamente inativados a 56°C por 30 minutos e diluidos em PBS, diretamente na
Pblaca de microtitulagio com fundo em V, de 1:2 a 1:16 mantendo um volume
final de 25uL. Adicionaram-se 25pL de antigeno diluido adequadamente em PBS
€ 0 volume de complemento-hemolisina determinado na titulagdo do lote destes
reagentes. Agitou-se suavemente e se incubou a 37°C por 45 minutos. Terminada
esta primeira incubagdo, adicionaram-se 10pL de eritrécitos tipo O a
concentracdo de 1.3 x 108 hemacias/mL, agitou-se suavemente e se incubou a
37°C por mais 60 minutos. Procedeu-se leitura visual, apds bater levemente nos
cantos da placa, considerando-se indicativo de reacdo positiva a auséncia de
hemdlise e classificando-se a intensidade de rea¢do de 1+ a 4+ de acordo com o

didmetro do botdo de eritrécitos formado.
IIL7- IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (teste de referéncia)

A IFI foi relizada conforme descrito por CAMARGO (1966) utilizando
formas epimastigotas do T. cruzi formalizadas e fixadas em ldmina preparadas no
Laboratério de Parasitologia da FMIM e conjugado anti-IgG, Fluorline G,

produzido pela BIOLAB, cujo titulo determinado foi 1:75.
Adicionaram-se 10pL do soro diluido em PBS sobre o antigeno fixado na

lamina seca e incubou-se, em cdmara umida, a 37°C por 30 minutos. As ladminas
foram lavadas por 15 mergulhos em PBS, trocando-se o tampdo a cada 5
mergulhos e deixadas secar sob um ventilador. Adicionaram-se, entfo, 10uL do
conjugado anti-IgG diluido a 1:75 em solugdo de Azul de Evans 1:4000. Incubou-

se, em cAmara umida, a 37°C por mais 30 minutos, lavando-se as ldminas e
uida as ldminas foram montadas com

deixando-as secar como ja descrito. Em seguid: j
glicerina tamponada a pH 8.5 ¢ observada a microscopia de fuorescéncia sob luz

azul,
O limiar de reatividade considerado foi 1:20 na avali¢do dos soros

negativos e 1:40 na avaliagdo dos soros positivos.

IIL8- iNDICES DE CORRELACAO

A correlagdo entre 0S resultados obtidos pela NFC e por IFI foram
avaliados através dos indices de co-positividade (CP), co-negatividade (CN) e

concordancia (C) segundo GUIMARAES e cols. (1987).

n° de positivos pela NFC
CP=




n° de positivos por IFI

n° de negativos pela NFC
CN=

n° de negativos por IFI

(n° de positivos pela NFC) + (n° de negativos pela NFC)

(n° de positivos por IFI) + (n° de negativos por IFI)
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IV- RESULTADOS
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V1L.1- COMPOSICAO BIOQUIMICA DOS ANTIGENOS

Foram determinadas as concentragSes de proteinas pelo método de Lowry

e de agilcares pelo método enzimatico GOD-ANA (LABTEST) em cada antigeno

preparado para a presente avaliagdo. Chamou atengdo o fato de que, na diluigao
em que os antigenos foram testados, detectaram-se proteinas apenas no antigeno

GA e carbohidratos apenas nos antigenos GA e EP, enquanto que para os

antigenos TR e AM néo foram detectadas nem proteinas € nem carbohidratos,

conforme apresentado na tabela 1.

TABELA 1
Composigiio bioquimica dos diferentes antigenos testados para NFC

Proteina (pg/ml) Carbohidratos (mg/dl)

Antigeno Diluiciio Ag.
GA 1:1 640,0 1,35
EP 1:100 0,0 1,35
TR 1:10 0,0 0,0
AM 1:10 0,0 0,0

IV.2- TITULACAO DOS ANTIGENOS

Cada antigeno foi titulado usando dois soros controles positivos e dois
soros controles negativos previamente classificados por IFI. Os resultados da

titulagdo de cada antigeno encontram-s¢ na tabela 2 , observando-se que o

antigeno TR apresentou 0 mais alto titulo enquanto o antigeno GA apresentou o

mais baixo. Ressalta-se que ndo foi observada relagdo entre o titulo obtido para

cada antigeno e seus respectivos teores de carbohidratos ou de proteinas.
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TABELA 2

Resultados da titulaciio dos diferentes antigenos testados frente a soros controles positivos
e soros controles negativos previamente classificados pela IFI

Diluigiio de uso

Antigeno
GA 1:25
EP 1:100
TR 1:200
AM 1:100

IV.3- AVALIACAO DOS ANTIGENOS NA NFC

Uma vez obtidos os titulos de cada antigeno, testou-se a sua capacidade
individual de discriminar os soros positivos e 0s soros negativos previamente
classificados por IFI.

Todos os soros com resultado falso-positivo ou falso-negativo foram
repetidos: se o resultado persistia, eram considerados como tal e em caso
contrdrio, eram repetidos uma terceira vez como critério de desempate. Além

disso, os soros que apresentaram resultados falso-positivos ainda foram testados

para detectar atividade anticomplementar.

IV.3.1- Avaliagiio do Antigeno GA na NFC

Primeiramente foi determinado o limiar de reatividade para a NFC usando

o antigeno GA, através dos indices de correlagdo com a IFI. Em seguida,

avaliaram-se os resultados obtidos para a NFC entre plasmas de pacientes com

diagnéstico parasitologico de doenga de Chagas e os resultados obtidos em soros
de pacientes portadores de outras patologias, além de se avaliar a correlagio entre
os titulos obtidos pela NFC e 0s titulos previamente obtidos por IFI.
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IV.3.1.1- Determinagiio do Limiar de Reatividade para a NFC com o

Antigeno GA

Na determinagfo do limiar de reatividade da NFC usando o antigeno GA
foram utilizadas 219 amostras, sendo 109 amostras de pacientes com sorologia
positiva e 110 com sorologia negativa previamente classificados por IFI anti- T
cruzi. Bntre as amostras positivas, 20 eram de pacientes com diagnéstico
parasitolégico de doenga de Chagas € entre as amostras negativas, 22 eram de
pacientes portadores de outras patologias. Os resultados obtidos nestas amostras
foram organizados e os indices de co-positividade (CP), co-negatividade (CN) e
concordancia (C) foram calculados em relagio a IFI considerando cada diluiggo
do soro separadamente e seus respectivos valores encontram-se na tabela 3.
Observa-se que os valores calculados para CP e C diminuem com a dilui¢do dos
soros, enquanto os valores de CN aumentam e que o indice de concordancia (C)
apresentou um valor maximo de 0,77168 correspondendo a primeira diluigdo do
soro. Estes valores apontam 2 dilui¢do 1:2 do soro como melhor limiar de

reatividade para a NFC usando 0 antigeno GA e sugerem que a técnica é pouco

sensivel quando realizada com €ste antigeno.

R TN



) TABELA 3
fndices de correlacio entre a NFC e a IFI obtidos com o antigeno GA
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Dilui¢io ° testes n°testes Total CP CN C
da amostra positivos _ negativos
Positivas 75 34 109
1:2 Negativas 16 94 110 0,68807 0,85454 0,77168
Total 91 128 219
Dilui¢io ° testes n°testes  Total CcpP CN C
da amostra positivos _negativos
Positivas 64 45 109
1:4 Negativas 13 97 110 0,58715 0,88181 0,73515
Total 77 142 219
Diluigio n° testes n° testes Total CcpP CN C
da amostra positivos _negativos
Positivas 49 60 109
1:8 Negativas 9 101 110 0,44954 0,91818 0,68493
Total 58 161 219
Dilui¢io n° testes n° testes Total Ccp CN C
da amostra positivos _negativos
Positivas 43 66 109
1:16 Negativas 9 101 110 0,39449 091818 0,65753
Total 52 167 219

CP = Co-positividade
CN = Co-negatividade
C  =Concordancia



IV.3.1.2- Resultados da NFC Obtidos em Plasmas de Pacientes com

Diagnéstico Parasitolégico de Doenca de Chagas Utilizando o

Antigeno GA

i e
e
e

Z
TABELA 4

com diagndstico par

Os plasmas de pacientes com diagnostico parasitolégico de doenca de
Chagas foram considerados como um controle interno da rea¢do e seus resultados
para a NFC, usando o antigeno GA, foram destacados entre os obtidos com as
amostras positivas estando apresentados na tabela 4. Nesta tabela observa-se
que, na diluicdol:2, apresentada como melhor limiar de reatividade para a NFC,

apenas 9 entre um total de 20 amostras de plasmas foram positivas para este teste

confirmando sua baixa sensibilidade quando realizada com este antigeno.

Resultados obtidos com o antigeno GA para NFC em plasmas de pacientes
asitolégico positivo para doen¢a de Chagas

N° de Plasmas testados

Dilui¢do do Plasma

N° de Plasmas com
NFC positiva

1:2 20 09
1:4 20 06
1:8 20 06
1:16 20 05

b el
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IV.3.1.3- Resultados da NFC Obtidos em Soros de Pacientes Portadores de
Outras Patologias Utilizando o Antigeno GA

Entre as 110 amostras de pacientes com IFI anti T. cruzi negativa estavam
incluidas 5 amostras de portadores de malaria, 5 amostras de portadores de
leishmaniose tegumentar americana, 5 amostras de portadores de lues, 5 amostras
de portadores de toxoplasmose € 2 amostras de pacientes com pesquisa de fator
reumatodie positiva. Os resultados obtidos com estes soros sdo apresentados na
tabela 5 onde sio observadas falsas reagdes positivas em trés amostras de
pacientes portadores de leishmaniose tegumentar americana, em uma amostra de

paciente portador de toxoplasmose € nas duas amostras de pacientes com doenga

reumadtica.
TABELA 5
Resultados positivos para NFC obtidos com o antigeno GA
em soros de pacientes portadores de outras patologias
Malaria Leishmaniose Lues Toxoplasmose F. Reumatoide

n° de soros (5) (5) (5) (3) ‘ (2)
Dilui¢iio soro

1:2 00 03 00 01 02

1:4 00 03 00 01 02

1:8 00 03 00 01 02

1:16 00 03 00 01 02



35

IV.3.1.4- Avaliaciio da Correlagiio entre os Titulos Obtidos pela NFC com o
Antigeno GA e os Titulos Previamente Obtidos por IFI

Os titulos obtidos para as 109 amostras positivas através da IFI e da NFC
usando o antigeno GA foram organizados ¢ estdo apresentados na tabela 6 e na
figura 1. Na tabela 6 chama a atengdo que de 48 amostras que apresentavam titulo
1:320 determinado pela IFI, 15 apresentaram resultado negativo para a NFC, 4
apresentaram titulo 1:2, 4 apresentaram titulo 1:4, 2 apresentaram titulo 1:8 e 23
apresentaram titulo 1:16 para esta técnica utilizando o antigeno GA. Na figura 1,
os dados obtidos sdo apresentados através de um gréafico de dispersdo no qual
observa-se, claramente, que ndo houve correlacéio entre os titulos determinados
através das duas metodologias de diagnostico quando a NFC foi realizada usando

o antigeno GA. Ressalta-se que aqueles soros que apresentaram titulo 1:16 para a

NFC negativaram-se na dilui¢do 1:32.




TABELA 6
Avaliagio da correlagdo entre os titulos obtidos pela NFC
geno GA e os titulos obtidos por IFI

com anti.

36

N° de amostras

“Titulo obtido por IFI

Titulo NFC 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Total
0 01 05 11 15 02 o
1:2 00 02 06 04 00 12
1:4 02 00 06 04 03 15
1:8 00 01 02 02 00 05
1:16 02 09 08 23 01 43
Total 05 17 33 48 06 109
FIGURA 1

rrelacio entre os titulos obtidos pela NFC

Avaliagdo grafica da co
GA e os titulos obtidos por IFI

com antigeno

16 (2)m (9)= (8)m= (3% (1)m

14
12

10

(= (2)= (2) =

Titulo na NFC
@

6

4 (2)" (c)s  (H)m  (3)m

2 (2)s  (6)m  (4)m

0 QY (5) [429) (15) (2)
0 40 80 160 320 640

Titulo na IFI

(*) Namero de amostras
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IV.3.2- Avaliagio do Antigeno EP na NFC

Primeiramente foi determinado o limiar de reatividade para a NFC usando
O antigeno EP, através dos indices de correlagdo com a IFL Em seguida,
avaliaram-se os resultados obtidos para a NFC entre plasmas de pacientes com
diagnéstico parasitolégico de doenga de Chagas e os resultados obtidos em soros
de pacientes portadores de outras patologias, além de se avaliar a correlagdo entre

0s titulos obtidos pela NFC utilizando este antigeno e os titulos previamente

determinados po IFI.

IV.3.2.1- Determinacio do Limiar de Reatividade para a NFC com o

Antigeno EP

Na determinagdo do limiar de reatividade da NFC usando o antigeno Ep
foram utilizadas 167 amostras, sendo 77 amostras de pacientes com sorologia
positiva e 90 com sorologia negativa previamente classificados por IFI anti- T
cruzi. Entre as amostras positivas, 6 eram de pacientes com diagnostico
parasitologico de doenga de Chagas e entre as amostras negativas, 18 eram de
pacientes portadores de outras patologias. Os resultados obtidos para NFC nestas
amostras foram organizados e os indices de co-positividade (CP), co-
negatividade (CN) e concordéncia (C) foram calculados em relacio & IF]
considerando, cada diluigio do soro separadamente e seus respectivos valores
encontram-se na tabela 7. Nesta tabela observa-se que os valores calculados para
CP e C diminuem com a dilui¢do dos soros, enquanto os valores de CN
aumentam e que o indice de concordéncia (C) apresentou um valor méximo de
0,91017 correspondendo a diluigdo 1:2 do soro. Estes valores apontam a esta

dilui¢do como melhor limiar de reatividade para a NFC usando o antigeno EP ¢

o e e
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lidade quando realizada com este

sugerem que a técnica apresenta boa sensibi

antigeno.




TABELA 7

Indices de correlagiio entre a NFC e a IFI obtidos com o antigeno EP

39

p n° testes n°testes Total C
4 amostra positivos negativos
Positivas 71 06 77
Negativas 09 81 90 0.91017
Total 80 87 167
n° testes n°testes Total C
da amostra positivos _negativos
Positivas 61 16 77
Negativas 03 87 90 0.88622
Total 64 103 167
n° testes n°testes Total C
da amostra positivos _negativos
Positivas 39 38 77
Negativas 02 88 90 0,77245
Total 41 126 167
n° testes n°testes  Total C
da amostra positivos _negativos
Positivas 17 60 77
Negativas 01 89 90 0,64071
Total 18 149 167

CP = Co-positividade
CN = Co-negatividade
= Concordéncia

S e -
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IV.3.2.2- Resultados da NFC Obtidos em Plasmas de Pacientes com

Diagnéstico Parasitologico de Doenca de Chagas Utilizando o

Antigeno EP

e

Seis plasmas de pacientes com diagnostico parasitologico de doenca de
Chagas foram considerados como controle interno da reagdo e seus resultados

para a NFC usando o antigeno EP foram destacados entre os obtidos com as

amostras positivas, estando apresentados na tabela 8. Observa-se que, na

diluigo 1:2 apresentada como melhor limiar de reatividade para a NFC, todas as

amostras foram positivas para este teste confirmando sua boa sensibilidade

quando realizada com este antigeno.

TABELA 8

Resultados obtidos con antigeno EP para NFC em plasmas de pacientes
com diagndstico parasitologico positivo para doenca de Chagas

N° de Plasmas testados N° de Plasmas com NFC

Dilui¢iio do Plasma ..
positiva

1:2 06 06

1:4 06 04

1:8 06 03

06 02

1:16
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V.3.2.3- Resultados da NFC Obtidos em Soros de Pacientes Portadores de
Outras Patologias Utilizando o Antigeno EP

Entre as 90 amostras de pacientes com IFI anti-T. cruzi negativa estavam
incluidas 4 amostras de portadores de maldria, 4 amostras de portadores de
leishmaniose tegumentar americana, 4 amostras de portadores de lueg , 4
amostras de portadores de toxoplasmose e 2 amostras de pacientes com pesquisa
de fator reumatddie positiva. Os resultados obtidos com estes SOros sio
apresentados na tabela 9 onde sdo observadas falsas reagdes positivas em trés
amostras de pacientes portadores de leishmaniose tegumentar americana, em
duas amostras de pacientes portadores de lues, em uma amostra de paciente

portador de toxoplasmose e nas duas amostras de pacientes com doenga

reumatica.
TABELA 9
Resultados positivos para NFC obtidos com antigeno EP
em soros de pacientes portadores de outras patologias
- Malaria  Leishmaniose Lues Toxoplasmose F. Reumatdide
0° de soros %) (4) (4) (4) 2)
_*_ﬁ-h——_
Dilui¢iio soro
1:2 00 03 02 01 01
1:4 00 03 00 00 00
1:8 00 02 00 00 00
1:16 00 01 00 00 00
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IV.3.2.4- Avaliagio da Correlagiio entre os Titulos Obtidos pela NFC com o
Antigeno EP e os Titulos Previamente Obtidos por IFI

Na tabela 10 encontram-se os titulos obtidos para as 77 amostras positivas
através da IFI e da NFC usando o antigeno EP. Nesta tabela, chama a atengdo que
de 31 amostras que apresentavam titulo 1:320 determinado pela IFI, apenas uma
apresentou resultado negativo para a NFC enquanto 4 apresentaram titulo 1:2, 6
apresentaram titulo 1:4, 11 apresentaram titulo 1:8 e 9 apresentaram titulo 1:16.
Na figura 2, tem-se a apresentagdo grafica dos mesmos dados da tabela, onde a
grande dispersdo dos pontos demonstra, claramente, que néio houve correlacdo
entre os titulos determinados através das duas metodologias de diagnéstico.

Ressalta-se que aqueles soros que apresentaram titulo 1:16 para a NFC

hegativaram-se na diluigéo 1:32.

e

e o A i e et s e



TABELA 10

Avalia¢do da correlaciio entre os titulos obtidos péla NFC

com o antigeno EP e os titulos obtidos por IFI

N° de Amostras

o Titulo obtido por IFI
_Titulo NFC 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Total
0 01 03 01 01 00 06
1:2 00 01 04 04 01 10
1:4 02 03 08 06 02 21
1:8 00 02 08 11 02 23
1:16 02 03 02 09 01 17
~ Total 05 12 23 31 06 77
FIGURA 2

Avaliagio gréfica da correlagiio entre os titulos obtidos pela NFC

com o antigeno EP e os titulos obtidos por IFI

Titule na NFC

16

12

(2)m (3)m (2)m (9)m= (1)m
(2)m (8)= (1r)m (2)-
(2)n (3)" (8)" (6)» (2)=
(1)m (4)m (4)m (1) m
(n (3) (n (1)
40 86 160 320 640
Titulo na IFI

( *) Nitmero de amostras

TS e
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IV.3.3- Avaliacio do Antigeno TR na NFC

Primeiramente foi determinado o limiar de reatividade para a NFC usando
O antigeno TR, através dos indices de correlagdo com a IFI. Em seguida, foram
avaliados os resultados obtidos para a NFC entre plasmas de pacientes com
diagnéstico parasitoldgico de doenca de Chagas ¢ os resultados obtidos em sorog
de pacientes portadores de outras patologias, além de se avaliar a correlacdo entre

Os titulos obtidos pela NFC utilizando este antigeno e os titulos previamente

determinados por IFL

1V.3.3.1- Determinag¢io do Limiar de Reatividade para a NFC com

Antigeno TR

Na determinagdo do limiar de reatividade da NFC usando o antigeno TR
foram utilizadas 215 amostras, sendo 101 amostras de pacientes com sorologia
Positiva e 114 com sorologia negativa previamente classificados por IFT antj- T

Cruzi. Entre as amostras positivas, 15 eram de pacientes com diagnéstico

Parasitologico de doenga de Chagas e entre as amostras negativas, 18 eram de

Pacientes portadores de outras patologias. Os resultados obtidos para NFC nestas

amostras foram organizados e os indices de co-positividade (CP), co-

hegatividade (CN) e concorddncia (C) foram calculados em relagio a IF]
considerando cada dilui¢io do soro separadamente e seus respectivos valores
encontram-se na tabela 11. Nesta tabela observa-se que os valores calculados
Para CP e C diminuem com a diluigdo dos soros, enquanto os valores de CN

aumentam e que o indice de concordancia (C) apresentou um valor méximo de



45

0,84651 correspondendo & primeira diluigdo do soro. Estes valores apontam a

diluigdo 1:2 do soro como melhor [imiar de reatividade para a NFC usando o

antigeno TR e sugerem que @ técnica apresenta boa sensibilidade quando

realizada com este antigeno.
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TABELA 11

Indices de correlagio entre a NFC e a IFI obtidos com antigenos TR

Eluigﬁo
n° testes n°testes Total Cp CN
da amostra positivos negativos ¢
Positivas 82 19 101
1:2 Negativas 14 100 114 0,81118 0,87719 0,84651
- Total 96 119 215
(li)iluigﬁo n° testes n°testes Total Ccp CN C
a amostra positivos negativos
Positivas 77 24 101
1:4 Negativas 09 105 114 0,76237 0,92105 0,84651
Total 86 129 215
Dilui¢io n° testes n°testes  Total CP CN C
da amostra positivos negativos
Positivas 65 36 101
1:8 Negativas 06 108 114 0,64356 0,94736  0,80465
Total 71 144 215

Diluigio m° testes n°testes  Total CP CN .
da amostra positivos _negativos
Positivas 55 46 101
1:16 Negativas 02 112 114 0,54455  0,98245 0,77674
o Total 57 158 215

gP = Co-positividade
N'= Co-negatividade
= Concordancia
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1V.3.3.2- Resultados da NFC Obtidos em Plasmas de Pacientes com

Diagnéstico Parasitolégico de Doenca de Chagas Utilizande Y

Antigeno TR

Na tabela 12 estdo apresentados os resultados obtidos com os plasmas de
pacientes com diagnostico parasitoldgico de doenga de Chagas, os quais foram
considerados como um controle interno da reagfo e seus resultados para a NFC
usando o antigeno TR foram destacados entre os obtidos com as amostras
positivas. Observa-se que, na diluicdo apresentada como melhor limiar de
featividade para a NFC, as 15 amostras de plasmas foram positivas para este teste

confirmando sua boa sensibilidade quando realizada com este antigeno.

TABELA 12

Resultados obtidos com o antigeno TR para NFC em plasmas de pacientes
com diagnéstico parasitolégico positivo para doenga de Chagas

— Dilui¢io do Plasma N° de Plasmas testados N°de P fasmas com NFC
positiva
1:2 13 P
1:4 5 14
1:8 5 2
15 09

1:16
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1v.3.3.3. i
3.3.3- Resultados da NFC Obtidos em Soros de Pacientes Portadores d
e
Outras Patologias Utilizando o Antigeno TR

| Entre as 114 amostras de pacientes com IFI anti 7. cruzi negativa estavam
Incluidas 4 amostras de portadores de maldria, 4 amostras de portadores d

leishmaniose tegumentar americana, 4 amostras de portadores de Iues :
amostras de portadores de toxoplasmose e 2 amostras de pacientes com pesqu,isa
de fator reumatédie positiva. Foram observadas falsas reagdes positivas em dyas
amostras de pacientes portadores de leishmaniose tegumentar americana, em

,
Uma amostra de paciente portador de lues, em 3 amostras de pacientes portadores

;) mO

apresentado na tabela 13.

TABELA 13

Resultados positivos para NFC obtidos com antigenos TR em soros
de pacientes portadores de outras patologias

Toxoplasmose  F. Reumatoide

— Malaria Leishmaniose Lues
"’ de soros (4) (4) (4) (4)
Dilui¢cio soro (2)
1:2 00 02 01 03 7
1:4 00 02 00 02 02
1:8 00 02 00 02 00
N 8 00 02 00 00 00
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IV.3.3.4- Avalia¢do da Correlagio entre oS Titulos Obtidos pela NFC com o

Antigeno TR e os Titulos Previamente Obtidos por IFI

Os titulos obtidos para as 101 amostras positivas através da IFI e da NFC

usando o antigeno TR foram organizado

figura 3. Nesta tabela, chama a atengao que de 44 a
7 apresentaram resultado negativo para a NFC,

s e estdo apresentados na tabela 14 e na

mostras que apresentavam

titulo 1:320 determinado pela IFL,
am titulo 1:4, 6 apresentaram titulo 1:8 e

2 apresentaram titulo 1:2, 2 apresentar

27 apresentaram titulo 1:16. Na figura 3, tem-
14, onde a grande dispersao dos pontos demonstra,

se a apresentagdo grafica dos

mesmos dados da tabela
4o entre os titulos determinados através das

claramente, que ndo houve correlag

duas metodologias de diagnostico quando a N
les soros que apresentaram titulo

FC foi realizada usando o antigeno

TR. Ressalta-se que aque 1:16 para a NFC

negativaram-se na dilui¢do 1:32.
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TABELA 14

entre os titulos obtidos pela NFC i

Avaliacio da correlagio
¢ os titulos obtidos por IFI

com antigeno TR

— N° de Amostras
— Titulo obtido por IFI
Titulo NFC __ 1:40 1060 1:320  1:640 Total
0 01 03 07 07 01 T
1:2 00 02 05 02 00 09
1:4 01 03 03 02 00 09
1:8 00 01 02 06 01 10
1:16 02 07 15 27 03 54
Total 04 16 32 44 05 101 b
FIGURA 3
titulos obtidos pela NFC com antigeno TR i
|

Avaliagdo grafica da correlagio entre 08
e os titulos obtidos por IFI
i

16 (2)= 'L (15)m (27)m (3)m
i
1‘;';;1‘

14

12

10

L (2)" (6) " (1)e

Titulo na NFC
oo

6
4 (me= " e (@)
2 (2)m (5)m (2)n

(1) ) (7) (7) (1 ‘
0 0 40 80 160 320 640

Titulo na 1F]

(*) Namero de amostras
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IV.3.4- Avaliaciio do Antigeno AM na NFC

Inicialmente determinou-se o limiar de reatividade para a NFC usando o

antigeno AM, através dos indices de correlagdo com a IFI. Logo a seguir, foram

avaliados os resultados obtidos para 2 NFC e

diagnéstico parasitologico de doenga de Chagas e os resultados obtidos em soros
atologias, além de se avaliar a correlagdo entre

ntre plasmas de pacientes com

de pacientes portadores de outras p

0s titulos obtidos pela NFC utilizando este antigeno & 0S titulos previamente

determinados por IFI.

IV.3.4.1- Determinagio do Limiar de Reatividade para a NFC com o

Antigeno AM

cdo do limiar de reatividade da NFC usando o antigeno AM

Na determina
s. sendo 75 amostras de pacientes com sorologia
H

foram utilizadas 165 amostra
reviamente classificados por IFI anti- T.

positiva e 90 com sorologia negativa P
stras positivas, 6 eram de
hagas e entre as amostras negativas, 18 eram de

cruzi. Entre as amo pacientes com diagnostico
parasitolégico de doenga de C
Os resultados obtidos para NFC nestas

pacientes portadores de outras patologias.
os indices de co-positividade (CP), co-

amostras foram organizados ©
hegatividade (CN) e concorddn

considerando cada diluigdo do SOT0 sep
5. Observa-se que 05 valores calculados para C sdo de

levando-s¢€ a 0,87272 na diluigdo 1:4 do soro e

cia (C) foram calculados em relagdo a IFI

aradamente € seus respectivos valores

encontram-se na tabela 1

0,69696 para diluigao 1:2 do SO0 €
observando-s¢ 0 Mesmo comportamento para

dimiuindo nas diluigdes seguintes,
se concomitantemente a dilui¢do dos

CP. Apenas os valores de CN elevaraim-

[
hi
b
i
I
i
i

|
i
i
s
I
i
e
i

|

i

j

|
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tam a dilui¢do 1:4 do soro como melhor limiar de

S
oros. Estes valores apon
AM e sugerem que a técnica apresenta

reatividade para a NEC usando 0 antigeno

do realizada com este antigeno.

boa sensibilidade quan
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TABELA 15
indices de correlaciio entre a NFC e a IFI obtidos com o antigeno AM
Dilui¢zo n° testes n° testes Total (014 CN C
da amostra positivos _ negativos
Positivas 67 08 75
1:2 Negativas 42 48 00  0,89333 0,53333  0,69696
Total 109 56 165
Diluicéo n° testes n° testes Total Ccp CN C
da amostra positivos negativos
Positivas 63 12 75
1:4 Negativas 09 81 90 0,84000  0,90000  0,87272
Total 72 93 165
Dilui¢io n° testes n°testes Total Ccp CN C
da amostra positivos negativos
Positivas 54 21 75
1:8 Negativas 04 86 90  0,72000 0,95555  0,84848
Total 58 107 165
Diluigiio T° festes n° testes Total CP CN C
da amostra positivos _negativos
Positivas 34 41 &
1:16 Negativas 01 89 90 0,45333 0,98888  0,74545
Total 35 130 165

gP = Co-positividade
N = Co-negatividade
= Concordancia
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1V.3.4.2- Resultados da NFC Obtidos em Plasmas de Pacientes com

Diagnéstico Parasitolégico de Doenca de Chagas Utilizando o

Antigeno AM

Os plasmas de pacientes com diagndstico parasitologico de doenga de
Chagas foram considerados como um controle interno da reagdo e seus resultados
para a NFC usando o antigeno AM foram destacados entre os obtidos com as
amostras positivas estando apresentados na tabela 16. Nesta tabela observa-se
que, na diluicdo apresentada como melhor limiar de reatividade para a NFC,
apenas 4 das 6 amostras de plasmas foram positivas, demonstrando que, na

Vverdade, esta técnica apresenta baixa sensibilidade quando realizada com este
2

antigeno.

TABELA 16

Resultados obtidos com antigeno AM para NFC em plasmas de pacientes
com diagnéstico parasitolégico positivo para doenga de Chagas

kDilui(;ﬁo do Plasma N° de Plasmas testados N de Pl;i)?i?isvgom e
1:2 06 .
1:4 06 "
1:8 06 .,
1:16 06 "
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IV~3-4-3- Resultados da NFC Obtidos em Soros de Pacientes Portadores de
Outras Patologias Utilizando o Antigeno AM

Foram examinadas 90 amostras de pacientes com IFI anti-T. cruz; negativa
das quais 4 eram de portadores de malaria, 4 de portadores de leishmanijose
tegumentar americana, 4 de portadores de lues , 4 de portadores de toxoplasmose
¢ 2 amostras de pacientes com pesquisa de fator reumatdide positiva, Os
fesultados obtidos com estes soros sdo apresentados na tabela 17 onde observa-se
que, quando as amostras foram diluidas a 1:4, obtiveram-se falsas reagdes
bositivas em 2 amostras de pacientes portadores de leishmaniose tegumentar

aMmericana e em 2 amostras de pacientes portadores de toxoplasmose.

TABELA 17

Resultados positivos para NFC obtides com o antigeno AM em soros
de pacientes portadores de outras patologias

—_— Maliria  Leishmaniose Lues Toxoplasmose F. Reumatoide
nodesoros (4) (4) (4) (4) (2)
Diluigzio soro

1:2 01 03 01 02 ol
1:4 00 02 00 02 00
1:8 00 02 00 02 00
—1:16 00 01 00 00 00
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1V.3.4 4. Avaliag¢fo da Correlagiio entre os Titulos Obtidos pela NFC com o

Antigeno AM e os Titulos Previamente Obtidos por IFI

Os titulos obtidos para as 75 amostras positivas através da IFI e da NFC

Usando o antigeno AM foram organizados e estdo apresentados na tabela 18 e na

figura 4. Na tabela 18 chama a atengdo que de 33 amostras que apresentavam

titulo 1:320 determinado pela IFI, 3 apresentaram resultado negativo para a NF C,

2 apresentaram titulo 1:2, 6 apresentaram titulo 1:4, 8 apresentaram titulo 1:8 ¢

14 apresentaram titulo 1:16 para esta técnica utilizando o antigeno AM. Na figura
3, tem-se a apresentagdo grafica dos mesmos dados da tabela 6, onde a grande
dispersdo dos pontos demonstra, claramente, que ndo houve correlagio entre os
titulog determinados através das duas metodologias de diagndstico quando a NFC
fol realizada usando o antigeno. AM. Ressalta-se que: aqueles soros  que

apresentaram titulo 1:16 para a NFC demonstravam baixa intensidade de reagao

Desta diluigdo, negativando-se em 1:32.
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TABELA 18

Avaliagao da correlagio entre os titulos pela NFC
com antigeno AM e os titulos obtidos por IFI

— N? de Amostras —
— Titulo obtido por IFI ——
Titulo NFC 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Total
0 01 00 04 03 00 0

1:2 00 00 02 02 00 04

1:4 00 01 02 06 00 09

1:8 02 04 04 08 01 19

1:16 01 07 11 14 02 35

~JTotal 04 12 23 33 03 75

FIGURA 4

Avaliagiio grifica da correlagio entre os titulos obtidos pela NFC
com o antigeno AM e os titulos obtidos por IFI |
!

16 (1)= (7)s  ()m  (14)w (2)m

4

12

10 |
i

(4)e  (8)" ()w

(2m (4)m

Titulo na NFC
[~}

(z2)" (6)"
(2)m (2)m
(4) (3)
0 40 80 160 320 640
Titulo na IFI

(* ) Niimero de amostras
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1V .4- Comparaciio dos Resultados Falso-positivos e Falso-negativos Obtidos

com os Diferentes Antigenos Testados

Cosiderando que foram obtidos antigenos a partir de diferentes formas
evolutivas do T, cruzi, avaliou-se a coincidéncia entre os resultados falso-

negativos e os resultados falso-positivos encontrados para a NFC com cada

antigeno.

IV.4.1- Coincidéncia dos Resultados Falso-negativos para a NFC entre os

Diferentes Antigenos Testados

Os resultados falso-negativos obtidos pela NFC, para os soros utilizados

Com todos os antigenos testados, foram organizados e sdo apresentados na tabela
19, Apesar da amostragem ndo ser mantida constante, observa-se que, em 25
odos os antigenos, as quais apresentaram ao

amostras positivas usadas para t
menos um resultado negativo pela NFC, ndo houve coincidéncia total entre os

resultados obtidos com os diferentes antigenos testados, sendo que 12 foram
negativas com o antigeno GA, 5 com 0 antigeno EP, 10 com o antigeno TR ¢ 7

com o antigeno AM. Tambéin chama a atengdo que foi baixa a concordincia
antigenos GA e EP, os quais foram preparados

entre os resultados obtidos com 0S
utiva (epimastigotas) do T. cruzi.

a partir da mesma forma evol



Coincidéncia dos resultados falsos ne

TABELA 19
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gativos para NFC entre os diferentes antigenos de T.

cruzi testados
N° Amostra Antigenos
GA EP TR AM
01 4+ 2+ - -
07 . 4+ 4+ 2+
09 _ + + -
28 3+ 4+ 2+ -
32 2+ 4+ 3+ -
48 - 4+ 3+ 2+
50 . 4+ 4+ 3+
51 . 4+ 4+ 3+
56 2+ - 2t +
61 2+ 3+ 3+ -
60 4+ - 4+ 4+
74 4+ - 3+ -
78 ) 4+ 4+ 2+
80 _ 3+ - 4+
84 + 4t ] N
88 . 2+ ) N
90 4+ * - -
91 + + - *
97 3+ - y *
99 m - 2+ 3+
110 - + - 3+
113 4+ 4+ - N
122 : 4 - 2+
128 - * ) -
130 i A+ 4+ 4+

* Myt .
Para o antigeno AM considerou-s¢ a diluigo 1:4

da amostra. Para 08 demais antf]

genos considerou-se a diluigdo 1:2

i




IV.4.2. Coincidéncia dos Resultados Falso-positivos entre os Diferentes

Antigenos Testados para NFC em Soros de Doadores de Sangue.

Os resultados falso-posistivos obtidos pela NFC, com cada antigeno, em

Soros de doadores de sangue foram organizados ¢ apresentados na tabela 20, na
qual se observa que as reagdes falso-positivas foram de baixa intensidade sendo
que apenas uma amostra apresentou reagao classificada como 2+ enquanto todas
as outras foram classificadas como 1+. Ainda chama a atengdo nesta tabela, que

N80 houve coincidéncia total destes resultados obtidos com os diferentes

antigenos.

TABELA 20

Coincidéncia dos resultados falso-positivos entre os diferentes antigenos de 7. cruzi
testados para NFC em soros de doadores de sangue

kNu Amost Antigenos
ostra — L — —
11 - = + -
13 + i : -
14 " ) :
I8 } N . :
26 3 + : :
30 + ) : -
33 24 ) - _
34 + N - -
35 n ; - :
40 . 3 - -
45 . 3 - :
47 B 3 : :
54 + - : +
55 R ; : :
71 . . - .

i s de doadores de sangue.
Ne erados apenas amostra . , |
Parsatitabte’la, for‘zn;,jczrllss]?derou se a diluigdo 1:4 da amostra. Para os demais antigenos considerou-se
antigeno ¢ -
* a diluicso 1:2
KN N ‘
N = nio realizado



Falso-positivos entre os Diferentes

v A
43- Coincidéncia dos Resultados

C em SOY0S de Pacientes Portadores de

Antigenos Testados para NF

Outras Patologias

portadores de outras patologias podem

As amostras de soros de pacientcs
es cruzadas. Por tal motivo 0S

siveis reagd
FC usando 08 diferentes antigenos

re .
sultados obtidos com estas amostras paré N
g na tabela 21. Observa-se que, apesar

info :
rmar sobre a ocorréncid de pos

test
ados, foram organizadas © apresentada
picos SOroS de pacientes

stante, OS 0

da
amostragem nao permanecet con
falso positivo

portadores de malaria que apresentaram reSUltadO
m esta patolo

T. -
cruzi, ndo caracterizaram reacdo cruzada ¢0
_se dois casos de reagdo

para a NFC anti-

gia ja que estes SOros

mo :
straram-se antlcomplementare . la
eno EP ¢ U™ para O antigeno 1 R, ambos O baixa

das em SOTOS de

Cruz i
ada com lues para 0 antig
adas encontrd

intens; : , .

tensidade. Ainda, s30 potorias a3 reagoes CrV%

portadores de leishmaniose OV d {oxoplasmoses as quais ocotreram com todos
mostrou & peculiaridade Je ndo apresentar

0s ants p
antigenos testados. O antigen® A
eumatica.

resultado falso-positivo em SOIO0 de portadores de doenga T



TABELA 21

positivos entre

Coincidanci
incidéncia dos resultados falso-

os diferentes antigenos de T. cruzi
tadores de outras patologias

testados para NFC em soros de pacientes por
N Amostra Antigenos
ek GA EP TR AM
M4# 4+ N N N
i 4+ N N N
M9 i ) ) \
M10 N ) i ]
MI6 ) N N
M19 N _ _ )
M21 N ] ) j
M23 ) N N N
3 VD3 ] ) ) )
VD6 - N N N
| VD10 ] + i )
| VD11 ] N N N
j VD13 ] ; ;
: VD22 N ; + ]
' L9 4+ 4+ N N
L17 4+ N N N
J L19 N 4+ N N
i L21" 4+ N 4+ )
‘ L22 B} . N N
L37 4+ 4+ N N
' L4] N N N 4+
Ls3"* N N 4+ N
L59 N N 4+ -
L61 N - .
T1 N . + .
T2 - 4+ 4+
T3 ; 4+ 4+ 4+
T4 ' ) i i
5 i N N N
Rl 2+ + 2+ -
—~—R2 o - 2+ -
luigdo 1:2.

uigio 1:4 da amostr

P
" Naraf’ antigeno AM considerou-se dil
M - 2o realizado
VD ~ I;acfeme portador de maldria
L = aciente portador de lues
T - Pacgeme portador de leishmaniose tegumentar
R - Paciente portador de toxoplasmose
# SOroh Paciente positivo para fator reumatoide
s com atividade anticomplementar

4, Para 05 demais 8

ntigenos considerou-s¢ a di
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V- DISCUSSAO




Ainda hoje ndo foi encontrado um teste sorolégico definitivo para o

diagnéstico da doenga de Chagas, permanecendo a necessidade de avaliar a

Mesma amostra de soro através de duas ou 1rés metodologias diferentes.

Largamente empregada desde 0 inicio deste século, a reagdo de fixagdo de
Complemento apresenta-se como um método barato e sensivel. Porém, sua dificil
¢ demorada execussdo, a rapida perda de qualidade dos seus reagentes e o

desenvolvimento de novas técnicas simples ¢ sensiveis como a IFI e a HAI
resultaram em seu gradativo abandono a partir do final da década de setenta.

GARCIA & SOTELO (1991) procurando resgatar a fixacdo de
Complemento como prova para diagnéstico sorologico, apresentaram uma nova

Metodologia para esta reagdo, que denominaram Nova Fixacao de Co
tico de neurocistecercose

mplemento

(NFC)’ a qual apresentou bons resultados para O diagnos
para diagnosticar a moléstia de Chagas,

€ maj -
Mmais tarde, quando avaliada
ficidade quando realizada em amostras

demonstrou-se sensivel e com boa especi
de soro niio diluido (GARCIA e cols., 1995). Em contraste com a I'C cléssica,
s, 05 quais uma vez ressus

o0, um extrato alcodlico, o qual

Que utiliza antigenos liofilizado pendidos comegam a

Softer inativagdio, a NFC utiliza cOMO antigen
r um ano, mesmo armazenado a

Mantém constantes suas propriedades PO
a reacdo seja feita rotineiramente sem

temperatura ambiente, permitindo que
um soro hiperimune de

sendo que o revelador ¢ uma

cobaias como fonte

Necessitar retituld-lo. A NFC utiliza

Simultdnea de complemento © hemolisina,
ente obtidos, enquanto a fixagdo

Suspensdo de eritrocitos humanos tipo 0, facilm
venientes

de que seu revelador € composto

da necessidade de utilizar

de Complemento classica apresenta 0S incon
fontes distintas de complemento € hemolisina €
a NFC € uma reagdo rap

icional demora quase um

ida, executada em

de eritrcitos de carneiros. Além disso,
asso que a FC trad

proximadamente duas horas, a0 P
riteriosamente, @ NFC para o diagnostico da

di . )
1a. Procyrou-se entdo avaliar, €

doenga de Chagas.
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Para obter reagdo em amostras de soro diluido, modificamos a titula¢fio

do sistema hemolitico descrita por GARCIA & SOTELO (1991) passando a

realiza. e s1e . , ..
lizé-la em duas etapas, o que nos possibilitou determinar titulos sorologicos de

até 1- . . ~
€ 1:16. As diferengas metodologicas entre esta prova € a fixagdo de complento

classi : . A - -
assica, além das discrepancias nos resultados obtidos por diferentes autores com

a . - . ~
FC tradicional, dificultou a comparagao de nossos resultados com os relatados
na | . ~

a literatura. Procuramos entdo, cenfrar a discussdo dos nossos resultados na

C 5 ; i i
Ompara¢do com as publicagbes mals consistentes encontradas e classificar
N0Ssos antigenos em dois grupos: antigenos preparados a partir de epimastigotas

¢ antigenos preparados a partir de formas obtidas de cultura celular ( amastigotas

© tripomastigotas).

V.1- Composiciio Bioquimica € Titulos dos Diferentes Antigenos Testados

%
duas fracoes reativas para FC obtidas a

FIFE & KENT (1960) relataram

Partir de antigenos de 7. cruzi: Uma protéica e outra gl
ntigeno GA e carbohidratos

ucidica. Em nossos

exper .
Xperimentos, detectamos proteinas apenas no a
Nao foram encontradas proteinas € nem

Somente nos antigenos GA ¢ EP-
pelos métodos de doseamento utilizados,
do titulos de 1:100 ¢ 1:200

itulo 1:25 € o antigeno EP

acy el
Clcares, em concentragdes detectavels

108 antigenos TR e AM, embord cles tenham apresenta
sentou t

GA, um extrato aquoso de
s de FIFE & KENT

r : .
eSpectivamente, enquanto 0 antigeno GA apre

1:100. O paixo titulo obtido para © ant{geno
ativel com 0S achado

e i M . 4
Pimastigotas do 7. cruzi, © comp
meio aquoso, obtiveram titulo

o de antigenos €M
jucidica. O titulo encontrado para o

L:64 para a fragdo protéica © 1; 8 para fracdo g
do por GARCIA e cols. (1995) que

ntigeno EP concorda com O encontra

telataram titulo 1:95, signiﬁcando que este antige
Quanto a0s antigenos TR ¢ AM néo foram

(1960)5 que ao fazerem extracé

no foi perfeitamente

'eproduzido em nosso trabalho:



)
|
i
|
}
|

encont
fados r y R
valores de titulos relatados pard antigenos similares na literatura

consultada.
Ac 5 ;
0 oncentragio de carbohidratos encontrada 10 antigeno alcoolico EP ¢
VEZES i i
superior a encontrada 110 antigeno aquoso GA. Uma vez Que 0s
g reativos comparaveis a0

R ¢ AM apresentaram titulo

anti
igenos alcoolicos T
sses antigenos exjstam aglicares

cols.
(1991) relatam que anticor
ados em altas concentagdes €M

espect
pecificamente alfa—galatosil, s
rtencentes 5 classe 186 promovem a lise

chagasico orpos; P
asi oni i
cos cronicos. Estes antic rpos, P°

; atraves o complemento- A

da ativagao d

de .
formas circulantes do T criz
igenos Ep, TR € AM,

tulos obtidos

com

0

posi¢io bioquimica © os tit
S carbohidratos

sugerem que ©

quand .
o analisados & luz dos relatos deste
ais jmportantes nestes antigenos,

sejam
realmente 0S determinantcs ntigénicos m
rém, para o antigeno GA.

0S quaj
quais foram preparados por extragho €0
g KENT (1960) P2 ant

poder fixador de

me etanol. Po
igenos aquosos de

as prot
einas, como descrito por FIF

r as pr1nc1pais

T

. c .

ruzi, parecem S€ esponsave1s pelo
X0 formado-

compl
plemento do ;munocomple

V.a- .
Avaliaciio dos Antigenos Obti

Neste trabalho, foram

€pim
astigotas do T- cruzi obtidas P

um e
xtrato aquoso (GA) € um extrato

. Em nosso estudo; comparamo®
Anligeno GA (NFC—GA) com 08 resultados 1amente obtidos POT IFL. O
duas técnicas foi de

mel T
hor indice de concordﬁncla e entre &5

correspondendo a diluigd tras, 8
endo a diluigd® 1:2 das amostrd>



67

limiar de reatividade para a NFC-GA. O valor da co-positividade obtido foi de
0,68807, sugerindo baixa sensibilidade para a técnica avaliada, o que foi
confirmado pelos resultados obtidos com as amostras de plasmas de pacientes
com diagnéstico parasitologico de doenga de Chagas, onde apenas 9 entre os 20
amostras de plasmas testados resultaram em teste positivo pela NFC-GA.

Avaliando-se os resultados obtidos com amostras de soros de portadores de

Ouiras patologias encontraram-s¢ falso-positivos entre  0S portadores de

leishmaniose tegumentar americana, toxoplasmose € doenga reumatica, porém
btidos com o antigeno GA

D40 com portadores de lues. Estes resultados 0
discordam dog relatos de KAGAN e cols.(1979), 0s quais avaliando quatro lotes

de um antigeno aquoso para FC quantitativa preparados a partir de epimastigotas
ecificidade. Os dados obtidos na NFC-

T cruzi, relataram altas sensibilidade € €sp
MEIDA & FIFE (1976), os

GA também sdo conflitantes com o parecer de AL

Quais recomendam o emprego do antigeno n° 4, um exirato aquoso de

®pimastigotas semelhante a0 antigeno GA, para diagnosticar a doenga de Chagas
Cronica., FEsta discorddncia deve-sé possivelmente, a diferencas entre as
e ALMEIDA & FIFE

Metodologias da FC cldssica © da NFC e ao fato de qu
damente a metodologia para a obtengdo do

(1976) nao descreveram detalha
preparo do antigeno GA , dificultando

antigeno ne 4, a qual procuramos Segulr 1o

4 reprodugio fiel deste antigeno.
izaram um antigeno etandlico preparado a

para avaliar a NFC no diagnostico da

2% e especificidade de 99%

GARCIA e cols. (1995), util

Partir de formas epimastigotas do T. cruzi

Moléstia de Chagas, relatando sensibilidade de 9
m amostras de soros ndo diluidos. Em nossos

Quando a reagdo foi realizada €
pelos autores, O qual passamos a

geno EP (NF C-EP), na qual 0 indice de

lizada em amostras diluidas.

melhor limiar de

Nossos  resultados apontam 2 dil

Ieatividade para a NFC empregando o antl
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Concordancia ( C) com a IFI alcangou valor maximo de 0,91017. Nesta

diluigdo, o indice de co-positividade foi de 0,92207, comparavel a sensibilidade
descrita por GARCIA e cols. (1995). Os resultados obtidos nas seis amostras de
plasmas de pacientes com diagndstico parasitoldgico de doenga de Chagas,
confirmam a boa sensibilidade da NFC-EP. No entanto, o valor encontrado para a
Co-negatividade (CN) foi 0,90000, muito inferior a especificidade de 99%
descrita pelos mesmos autores. Tal discrepincia ¢ explicada pelo fato de que
cstes autores avaliaram possiveis reagdes cruzadas apenas em amostras de soros
de portadores de esquistossomose, enquanto que no presente trabalho utilizamos
amostras de portadores de outras patologias, encontrando resultados falso-
Positivos entre pacientes portadores de leishmaniose, lues ou doenga reumatica,
As reacdes cruzadas observadas na NFC-GA e NFC-EP devem-se 3
Ocorréncia de determinantes antigénicos comuns entre T. cruzi e Leishmania
(CHILLER . cols., 1990) e entre 1. cruzi e Toxoplasma gondii ( LAL &
OTTSEN, 1989). A reagdo cruzada observada na NFC-EP entre sorf)s. de
Portadores de [ues pode ser devido a permanéncia , no antigeno EP, de lipides
relacionados com a cardiolipina (CHAFEE e cols., 1956), indicando que a
desﬁpidizagéo com acetona ndo foi muito eficiente. As reagdes ffllso-posmvas
encontradas em soros de portadores de doenga reumética devem-se a presenca do
fator reumatéide que € uma imunoglobulina da classe IgM, a qual é boa fixadora

de complemento, direcionada conira determinates presentes na por¢do Fc das
>

imUnOglobulinas da classe IgG. |
Nio foi observada correlagdo entre 0S titulos obtidos pela NFC-GA ou

o foi
NFC-EP ¢ os titulos previamente

. [ . DV Su e
Participacio dos determinates antigénicos de sup .
tandlico .

composicao do extrato aquoso (GA) ou do extrato € (

determinados por IFI, sugerindo pequena

rficie da forma epimastigota na
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V.3- Avalia¢do dos Antigenos Obtidos a Partir de Cultura Celular

No presente trabalho foram avaliados para a NFC, dois antigenos
€tandlicos preparados a partir de formas obtidas de cultura celular do 70 ¢yyz;:
Um produzido a partir de tripomastigotas, o qual denominamos TR ¢ outro 3
bartir de amastigotas e que chamamos de AM.

NEVA & GAM (1977) avaliaram lotes de antigenos aquosos para FC
Preparados a partir de um macerado de cultura celular de 7. cruzi, ctea Eme-st.ma,
relatando titujos para os antigenos que variaram de 1:8 a 1:50 e reag:oeNS positivas
©m amosiras de soros diluidos até 1:256. Os autores encontraram rea?a(? cruzada
®m amostras de soro de portadores de leishmaniose e lues até a d.lllAlIQJ.aO 1:8,
relatando ainda reagdes falso-positivas devido a determinantes antigénicos da
Célula utilizada no cultivo até a diluigdo 1:32. No presente trabalho, o melhor
limiar de reatividade encontrado para a NFC utilizando o antigeno TR (NF C-.TR)
foi a diluicio 1:2 das amostras, na qual a conco'rdanma ( C)’ c.omda :IFI foi ;ie
0,8465 ¢ 05 15 plasmas de pacientes com diagnostico parasn’olo.glco e oetn;:z; :
Chagas apresentaram reagdo positiva, indlcando.q.ue a tecmcafal.orzsen a :
sensibilidade. Porém, nesta diluigio a co-negatividade (CN) foi Z 3PendS
0,87719 e observaram-se reagdes falso-positivas em soros de portadores de

e m tica. Nossos dados discordam
leishmaniose, [ues, toxoplasmose ¢ doenga reumatica N
aniose, ,

dog ltados de NEVA & GAM (1977), pois 0 maximo titulo sorolégico que
r S ~
esultado NFC-TR foi 1:16 e apesar da reacdo cruzada com lues ter
€ncontramos na - '

. A

, : iluicdo.
, maior dilui¢
leis i ermaneceu ate a
hmasmosep M. ndo foi encontrada, em levantamento
2

5 antigeno A
Com relagdo ao ° astigotas isoladas no preparo

« N T} 50 de am
ibli ancia A utilizag
bibliografico, nenhuma referénc ’
, jaci €no para outras
d FC. Todavia, sua avaliagio como antig p
¢ antigenos para FC.
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metodologias de diagndstico é consistente, sendo que PRIMAVERA e cols.
(1990) recomendam sua utilizagio para a pesquisa de imunoglobulinas por IFI ¢

ARAUJO & GUPTILL (1984) apresentam resultados que recomendam o uso de
Preparagses antigénicas de amastigotas de T. cruzi para IFI e ELISA. Nosso

antigeno AM, na verdade é composto por amastigotas e residuos das células
1929 provenientes da monocamada celular de cultivo. Na diluicdo 1:2 das
amostras, o valor de co-positividade (CP) foi 0,89333 e a co-negatividade (CN)
foi 0,53333 resultando em uma baixa concordancia ( C) com a IFI, a qual
apresentou valor de 0,69696. Reagdes cruzadas foram observadas em amostras de

soros de portadores de maléria, leishmaniose, toxoplas

falso-positiva devido a presenga de fator reumatéide. Porém, as seis amostras de
parasitolégico de doenga de Chagas foram

mose ¢ lues além de reacédo

Plasmas de pacientes com diagnostico
s a 1:4, perdeu-se um pouco da

Positivas nessa diluigio. Diluindo-s¢ as amostra

CO-posistividade que caiu para 0,84000, mas 0 valor de CN subiu para 0,90000
a concordancia ( C) com IFI, cujo valor

Tesultando em elevagdo substancial d
as reagOes cruzadas com maldria

Passou a 0,87272. Nesta dilui¢ao desapareceram

© com lues e os falso-posistivos devido ao fator reumatoide, além d
Jeishmaniose. Estes resultados levaram a

idade para a NFC utilizando o

e dimuir a

freqiiéncia de reagdes cruzadas com

¢scolha da diluigdo 1:4 como limiar de reativ
ora nesta dilui¢do apenas quatro das seis amostras

antigeno AM (NFC-AM), emb
de plasmas de pacientes determinados

tenham permanecido positivas Por esta reagao.
& GAM (1977), sugere que determinantes

parasitologicamente como chagésicos,

A comparagdo dos nossos

resultados com os de NEVA
responséveis, 20 menos em parte, pelas

antigénicos das células de cultivo foram
diluidas a 1:2. Ja o

contradas €M amostras
-positiva em soros de portadores de doenca

na atividade do fator reumatoide, uma

r ~ . ’
Cagcdes inespecificas en

desaparecimento da reagdo falso
reumitica, possivelmente deva-se & gued
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Vv , . y g ;
€z que o antigeno AM foi o ultimo a ser testado e portanto, as aliquotas destas

amostras j4 haviam sido descongeladas por diversas vezes.
Nossas observagdes para a NFC-AM também discordam dos achados de

MATSUMOTO e cols. (1993), os quais relatam que as médias geométricas dos
titulos obtidos por IFI sdo duas a quatro veZzes maiores para amastigotas em

r N . . j 3 i
elacdo a epimastigotas e que 0 corte da reagdo ¢ mais claro, sendo menor a
40. No presente trabalho,

subjetivi : A
ubjetividade na leitura das laminas com esta preparag
nte, encontraram-s¢ 0s mesmos titulos

a » , 4 :
pesar de se avaliar uma técnica difere
sorologicos com ambos antigenos € o corte da reacdo foi mais nitido com os

anti . . .
ntigenos preparados a partir de eplmastlgotas.
reag0es cruzadas com leishmaniose e

Como j4 discutido anteriormente, s

toxoplasmose, devem-se & ocorréncia de determinantes antigénicos comuns entre
s cruzadas com lues,

O T cruzi e Leishmania ou Toxoplasma gondii e as reagoe
s relacionados & cardiolipina,

Possivelmente deva-se a presenga d¢ lipide
%0 foi muito eficiente.

Indicando que a extragdo com acetona i
GA, também néo foi

ados para 0s antigenos EPe

Concordando com os ach
a NFC-TR ou pela NFC-AM e

®Ocontrada correlagdo entre 08 titulos obtidos pel
I, sugerindo que, possivelmente, seja

08 titulos previamente determinados por IF
ntes antigénicos encontrados na superficie

Pequena a participagdo dos determing
dos €pimastigotas na composi¢ao dos antigenos TR € AM.

e a NFC com 0S Diferentes Antigenos

V4- Consideragges Gerais sobr

Testados

oteinas ¢ carbohidratos nos diferentes

o doseamento de pr
arbohidratos com

eja capaz de extrair ¢
diferentes formas evolutivas

Os resultados d

antigenos sugerem que O etanol S
antes a partir das

determinantes antigénicos import
& BRENER (1952), os quais ndo

40 T e Discordando de PELLEGRINO
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ob .. x " 1 i ;
Servaram reatividade na fragdo de agucares extraidos de epimastigotas,
e 3 idi
hcontramos bom poder fixador de complemento na fragdo glucidica, como
d . ~ s oA 71
®monstram os resultados obtidos com as preparagdes antigénicas alcodlicas,

especi _ N
Specialmente com o antigeno EP, os quais concordam com as observagdes de

FIFE & KENT (1960).
ALMEIDA & FIFE (1976) relatam que na maioria dos soros de pacientes

chagasicos crénicos, os titulos sorol6gicos obtidos através da FC variam de 1:1 a
[:18. Salvo as diferengas metodolégicas, este relato concorda com os resultados

Obtidos em nossos experimentos, onde os titulos encontrados para os soros pela

NFcC variaram de 1:2 a 1:16. Ndo observamos correlagdo entre os titulos

sorolégicos previamente determinados por IFI ¢ 03 titulos obtidos pela NFC em

fenhum dos antigenos testados. Isto sugere pequena participagdo dos antigenos
s do T. cruzi na composicio

de Superficie encontrados nas formas epimastigota
das diferentes preparagdes antigénicas testadas na NFC, independente da forma

evolutiva utilizada ou do solvente empregado na extragao.
ensivel foi o extrato etandlico de

O antigeno que demonstrou-se Mais 3

Cpimastigotas (EP), cujo valor de CP foi 0,92207 € reconheceu as seis amostras
¢ doenga de Chagas. Ja

de plasmas de pacientes com diagnostico parasitoldgico d
ntigeno menos sensivel entre as

O exirato aquoso GA mostrou-se Sef 0 a
o os resultados obtidos para as mesmas

Preparagges  testadas. Comparand
amostras de soro com os diferentes antigenos testados, ndo foi encontrada
-negativos; isto ¢, 0 mesma amostra

Concordancia total dos resultados falso
50 falso-negativa com um antigeno foi

Positiva que caracterizou uma 1€a¢
o ocorreu quando foram analisadas

Teconhecida como positiva por Outro- O mesm
ro de doadores de sangue. Estes

A reagdes falso-positivas em amostra de SO e
dos determinantes antigénicos distintos a

Tesultados sugerem que foram extrai o
;. Notadamente, foi baixa a

- ~ iz
Partir das diferentes formas evolutivas do T. crt
negativos © falso-positivos entre 0 extrato

Concordancia de resultados falso
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aquoso (GA) e o extrato etanélico (EP) de epimasitigotas, sugerindo que a dgua e

O etanol extrajram determinantes antigénicos diferentes 2 partir das formas

Cpimastigotas.
Em relagdo a especiﬁcidade, os antigenos testados apresentaram valores

e em todos foram observadas

Préximos de co-negatividade (CN) com 2@ IFI
pacientes portadores de leishmaniose e

reagdes cruzadas em amostras de soro de
toxoplasmose. Porém, somente com O antigeno GA, 0 qual apresentou 0 menor
vavelmente porque

valor de CN;, ndo foi observada reagdo cruzada com lues - pro
nte que a extragdo com acetona.

a extragio de lipides pelo benzeno foi mais eficie
r reumatoide deveriam ser encontradas

As reagdes falso-positivas devido a0 fato
s antigénicas, porém nao foi detectada no

nos testes com todas as preparagoe
_AM, talvez em decorréncia das

limiar de reatividade escolhido pard NFC
soro de pacientes portadores

Condigdes de estocagem € manuseio das amostras de

de doenga reumatica.
ser uma microtécnica quantitativa rdpida,

Em resumo, a NFC mostrou-s¢
s operacionais © sensivel p

destacou-se como a melhor

ara o diagnostico da

de faci] execussio, de baixos custo
do que o antigeno EP
stas consideragdes, € procedente

a Fixaciio de

doenga de Chagas cronica, sen

Preparagio antigénica testada. Tendo em conta €
Microtécnica Réapida par

Classificar a NFC como uma

Complemento Semi-quantitativa.
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em cobaias,

-0 complemento e a hemolisina, obtidos conjuntamente

Mostraram-se estaveis e de facil obtengo e titulagdo.

2- O revelador utilizado na NFC, eritrocitos humanos tipo O, mostrou-se

adequado.

3- Entre a5 preparagdes antigénicas testadas (GA, EP, TR e AM), o extrato
etanélico de epimastigotas EP, mostrou-se ser 0 mais adequado para fins de

diagnéstico da doenga de chagas cronica através da NFC, apresentando boa
sensibilidade e excelente reprodutibilidade.

lico de amastigotas AM, indicam ser

4- Os resultados obtidos com o extrato etano
nce preparando o antigeno com formas

Possivel melhorar sua performa

amastigotas purificadas de cultura celular.

S- A partir da comparago das reagoes cruzadas obtidas com o extrato aquoso
¢ aqueles obtidos com os extratos

GA- 0 qual foi deslipidizado com benzeno-
deslipidizados com acetona, acreditamos ser

etandlicos (EP, TR ¢ AM)-
génicas etandlicas

p C ’ -~ [ M

utilizando benzeno como extrator de lipides em $
. yma microtécnica semi-
6- A Nova Fixagio de Complemento (NFC) ¢
ici do, aplicavel ao
Quantitativa rapida, sensivel, barata € de facil execussdo, ap

diagnéstico da doenga de Chagas cronica.
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VIII-APENDICE




VIL1 - MEIO LIT (LIVER INFUSION TRYPOSE)

VIIL.1.1 - Reagentes

NaCl 4,0g
KCl 0,4g
Na,HPO, 8,0g
Glicose 2,0g
Triptose 5,0g
Infuso de Figado ------------ 5,0g
Soro Bovino ----=-===-=-=--== 100ml
Hemoglobina --===-=-==----=- 20ml
H,O destilada q.s.p. --------- 1000ml

VIIL.1.2 - Técnica de Preparo

Dissolva os sais e triptose a frio e o infuso de figado a quente. Em seguida
reuna estas solugdes e complete o volume para 800mL. Ajuste o pH para 7,2 - 7,4
com HCI 2N. Acrescente o soro bovino e deixe em banho-maria a 68°C por uma
hora e com agitagdo constante. Deixe esfriar em banho de gelo e acrescente a

hemoglobina, adicionando a seguir 500U de penicilina e 100ug de estreptomicina

para cada mililitro de meio. Complete o volume para um litro com agua destilada,

clarifique em filtro 608 e esterilize em filtro 90S.
Faca uma prova de esterilidade com duragdo de sete dias € uma prova de

crescimento utilizando um indculo da cepa Y do T. cruzi, incubando a 28°C.

VIL2 - PBS - pH 7,2 - 7,4

VIIL.2.1 - Reagentes

0 T 016 [R—— 5,00g




KH,P0, -=-menmnmeav 4,53g
1BV S \F: ) [ — 5,00g

H,O destilada ----- 1000ml

VII.2.2 - Técnica de Preparo

A solucéo de uso deste PBS ¢ preparada misturando-se 800mL da SLN1 a
200mL da SLNZ.

VIL3 - TRIPSINA - EDTA

VIIL.3.1 - Reagentes

NacCl 1,600g
KClI 0,080¢g
Glicose 0,200g
NaHCO;, 0,116g
EDTA 0,040¢g
Tripsina (Difco 1:250) -------- 0,200¢g
Vermelho de Fenol 1% ------- 90ul
Agua Bidestilada q.s.p. ------- 200mL

VIL.3.2 - Técnicas de Preparo

Dissolva os sais, 0 EDTA, a glicose e a tripsina na dgua bidestilada.
Acrescente vermelho de fenol e esterilize por filtragdo em membrana. Estoque a -
20°C separando uma aliquota em que deve ser feita prova de esterilidade a 37°C,

por um prazo minimo de 24 horas.



