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O USO DO T. HASTATUS COMO ANTIGENO NAS
REACOES SOROLOGICAS PARA DOENCA DE CHAGAS.

William Barbosa * , Osvaldira Seabra de Oliveira e
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RESUMO

T. hastatus cultivados em LIT na fase de crescimento exponencial na forma de epimastigota,
revelou-se excelente antigeno para reagdo de IFI para Doenga de Chagas; assim também as formas

amastigotas obtidas em culturas acelulares.

Os extratos soltveis daqueles cultivos também se comportaram bem nas reagdes de fixagdo
do complemento (RFC) e imunodifusio em gel (ID) de maneira idéntica as cepas de T. cruzi, nor-

malmente usadas na reagdo.

Os resultados aqui apresentados, representam a observagdo continuada e acumulada ao lon-
go de 10 anos do emprego do T. hastatus como antigeno para Doenga deChagas.

UNITERMOS : Sorologia da Doenga de Chagas, 7. “Cruzi-like”, T. Hastatus.

INTRODUCAO

As reagdes sorologicas para o
diagnéstico da Doenga de Chagas, na sua
fase cronica, estdo relativamente, bem pa-
dronizadas, e os antigenos usados, habi-
tualmente, provém de uma das diversas
cepas de T. cruzi, agente da doenga (1, 8,
9, 10, 11, 13, 16, 18, 33). Nas dreas endé-

micas, para confirmagdo diagnéstica e
controle da doenca, a reagfo de imuno-
fluorescéncia indireta (IFI) usando os
epimastigotas liofilizados, merece a prefe-
réncia de quase todos (9, 11), o mesmo se
pode dizer em relagfo aos inquéritos epi-
demioldgicos, contudo se usa muito ainda
a reagdo de fixagdo do complemento
(RFC) com aquelas finalidades, cujos
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resultados costumam ser muito proximos
dos da RIFL

Como se sabe, a reagdo de fixagdo
do complemento, a conhecida rea¢do de
Machado-Guerreiro, foi a primeira a ser
usada, quase que rotineiramente, (14,18,
25) até o advento da IF1 (8,9, 18, 19, 26,
33), embora desde cedo, Muniz tivesse
feito amplas observagdes sobre o emprego
de reacao de precipitagdo e mostrasse a
precocidade de seu aparecimento na fase
aguda da doenga, em detrimento a RFC
que podia ser negativa naquela ocasido
(22, 23, 24).

Logo, outras técnicas foram intro-
duzidas na rotina clinica como a micro-
técnica de RFC em placa de Almeida, a
hemaglutinagao (HA) (12, 13, 15, 20), a
aglutinagdo de particulas (2, 17) e a ELI-
SA.

Para o diagndstico da doenga conge-
nita, a rea¢do de aglutinagdo direta (AD),
com dosagem especifica de anticorpos
IgM, pela quebra das ligagdes da molécula
dessa imunoglobulina pelo 2-mercapto-
ctanol prevaleceu e é a conhecida reagdo
de Vattuone (32).

No Brasil, quando do Inquérito Na-
cional sobre a prevaléncia da Doenga de
Chagas a reagdo de IFI foi a escolhida. A
colheita de sangue foi feita através do pa-
pel de filtro que apods diluido em boto-
ques de polietileno se constituiu no mate-
rial para a reacdo. Esta conduta veio a se
revelar muito boa e correspondeu a ex-
pectativa dos executores do programa
permitindo um rigoroso controle de qua-
lidade pela comissdo pertinente.

Foi a partir dessa época que ativa-
mos nossas observagdes do 7. hastatus,
como antigeno para reagdes soroldgicas
na Doenga de Chagas e essa comunicagao

representa os resultados obtidos desde en-
tdo com seu emprego.

MATERIAL E METODOS

Antigeno — O Trypanosoma hasta-
tus proveio de dois isolados feitos em
morcegos Phyllostomus hastatus hastatus,
capturados na caverna do FERCAL, em
Brasilia, no ano de 1973 e 1975 — que
foram mantidos, o primeiro em meio de
Barrachini até sua perda e o segundo em
meio LIT, em repiques quinzenais suces-
sivos, mantidos até hoje.

O Antigeno Particulado usado,
constou sempre de epimastigota, que na
fase exponencial de crescimento, ora usa-
do liofilizado, ora simplesmente lavado
em tampdo e nele diluido na faixa de 10
elementos por campo de 400X. Experi-
mentalmente e em compara¢do muitas
vezes a forma amastigota obtida em cul-
tura acelular e tripomastigota de 7. cruzi
e T. hastatus foram usadas em reagdes de
imunofluorescéncia (6). Figs. 1 e 2.

O Antigeno soluvel se constituiu,
quase sempre, do sobrenadante de massas
de T. hastatus, predominantemente epi-
mastigotas, rotos, por congelamento e
descongelamento sucessivos, em dgua des-
tilada ou tampdo, e agitado com pérolas
de vidro, por vezes era homogenizado no
Virts com alumina, sob banho de gelo e
ap6s centrifugada em centrifuga refrige-
rada a mais ou menos 10.000g.

Ultimamente, temos ensaiado o an-
tigeno de glico-proteina de superficie ob-
tido por extragdo em dgua destilada por
passagem em dlcool metilico e clorofor-
mio, por duas vezes e precipitado em dl-
cool etilico, em geladeira a 40C, por uma
noite que apos didlise ¢ liofilizado (5).
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Fig. 2 — Formas amastigotas
em camara clara.

O uso do... 453

desenho




454 Rev. Pat. Trop. 13(3): 451460, set./dez., 1984

Técnicas de reagdes

IFI — A técnica cldssica de imuno-
fluorescéncia indireta.

RFC — A técnica foi padronizada
segundo Almeida pelo método cinético
para dosagem de complemento residual,
fazendo-se a mistura sob duas condig¢des
— na primeira, a uma mistura de antigeno
mais anticorpo, acrescentava-se o comple-
mento; na outra, a uma mistura de anti-
geno mais complemento acrescentava-se 0
anticorpo.

Projetando-se em papel milimetrado
comum, em ordenadas as unidades de
complemento fixadas e em abcissas os
tempos (em minutos) de incubagdo a
370C correspondente a 50% de hemoli-
se.

REACAO DE PRECIPITACAO EM
GEL — Usou-se tanto a dupla difusdo sim-
ples de Oucherlony (DD) quanto a con-
tra-imuno-eletroforese (CIE) cldssicas.

RESULTADOS

Os resultados preliminares da rea-
¢do de IFI realizados, inicialmente, em
que usamos, paralelamente, o antigeno de
T. hastatus e o T. cruzi, cepa Y contra
1081 soros humanos encontram-se na TA-
BELA 1 e 2. E desta mesma época, os re-
sultados de 93 soros de leishmanidticos,
hansenianos e tuberculosos cujos resulta-
dos encontram-se na TABELA 2.

A reagdo de fixagdo de complemen-
to ndo entrou na rotina, devido a facili-
dade da reagio de IF1. Em um controle
sobre 250 soros, em 1978, observados em
comparagao com a reag¢do de IFI com o
mesmo antigeno de 7. hastatus houve

concordincia quanto a positividade. Em
outro grupo de 40 soros, além de 4 soros
anticomplementares que ndo reagiram em
FC houve 6 soros de pacientes sifiliticos
que deram aparente reagdo cruzada, 4
com titulos de 2,4 unidades e 2 com 3,8
e 4,3 unidades, estes ultimos foram tam-
bém positivos no IFI com titulos 1/160 e
1/320, enquanto todos os outros foram
negativos.

Destes estudos sobressairam as pri-
meiras 1000 reac¢des consecutivas compa-
rativas feitas pela IFI em eluato de
sangue colhidos em papel de filtro, cujos
resultados foram superponiveis (6); o
controle de rotina de nosso Servigo reali-
zado ao longo de 2 anos em que os exa-
mes eram feitos em triplicata com os 2
antigenos 7. cruzi e T. hastatus, sempre
com resultados superponiveis e, finalmen-
te, as 5.022 reagdes de rotina realizadas
de 1978 a 1983 entre doentes atendidos
pela Unidade Gaspar Viana, cujos resulta-
dos foram sempre compativeis com os da-
dos clinicos. (TABELA 3).

Também em trabalhos de cunho pu-
ramente de investigagdo, recentemente,
verificamos, pela realizagdo simultanea de
IF1 com antigeno de epimastigotos e
amastigotos de 7. cruzi e T. hastatus re-
sultados, praticamente iguais. O que tem
sido relatado também na literatura (3).

Devemos nos reportar aos resulta-
dos muito bons, observamos na imunodi-
fusdo em gel de agarose, que inclusive, de-
ve ser repetida e incentivada pois ela de-
tecta quantidades muito pequenas de
anticorpos circulantes, servindo como
exame de fdcil execug¢do, pouco custo,
no controle da cura e na investigacdo da
Doenga de Chagas congénita.



TABBI:A 1: Estudo comparativo entre os antigenos de 7. hastatus e T. cruzi na detecgio de anticorpos contra 7. cruzi
em 1081 soros humanos

Resultados
Material

Concordantes

Discordantes

Observacdes

150 soros em Papel de
Filtro 1/20

150

24 horas de intervalo entre as
reacgoes

800 soros em Papel de
Filtro 1/20, realiza-

dos concomitantemente.

795

2 positivos p/ T. hastatus
e negativos p/ T. cruzi
3 posititos p/ T. eruazt
e negativos p/ T. hastatus

Soros provenientes da Campanha
Nacional Para Diagnéstico da
Doenca de Chagas, realizados
no Laboratério do I.P.T.

Soros de 56 pacientes
sabidamente chagasi-
cos

Houve concordancia
absoluta de resul-
tados, inclusive
em titulos cuja va
riacdo nao passa-
ram de 1 diluigao.

Pacientes sabidamente chagasi-
cos de varias formas clinicas
e exaustivamente estudados em
varias reacdes sorolégicas pa-
ra Chagas.

75 soros testemunhos
negativos

Concordancia abso-
luta de resultados

Soros de pacientes de Zona nio
Endémica, inclusive, Norte-ame
ricanos com exames realizados

em varios laboratdrios e por
varias técnicas com resultadecs

negativos.
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TABELA 2: Pesquisa de reagBes cruzadas com antigenos de 7. cruzi e T. hastatus, concomitantemente, em pacientes

com leishmaniose, tuberculose e lepra

SULTADOS CONCORDANTES | POSITIVOS NEGATIVOS OBSERVACOES
SOROS CONCORDANTES | CONCORDANTES
44 soros de pacientes Das 25 reacOes positivas
leishmaniéticos com- 16 foram até em titulos
provados parasitologi
camente 41/44 25 16
24 soros de hansenia- 23/24 4 19 Possibilidade de Doenca de
nos Chagas pelo menos em 3 pa-
25 soros de tuberculo cientes cujos titulos fo-
€68 25/25 5 20 ram iguais ou superiores a

1/80.
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TABELA 3: Resultados de exames realizados na Unidade de Investigagfio Gaspar
Viana de pacientes do Depto. de Medicina Tropical

ANOS N9 DE REACOES IF
1978 2.710
1979 415
1980 846
1981 86
1982 282
1983 683
TOTAL 5.022
COMENTARIOS mo antigeno a glicoproteina de superfi-

As reagdes de precipitagdes em gel
usando o antigeno obtido por rotura de
células, embora dessem resultados muito
consistentes (7, 33), por tradi¢do, ndo fo-
ram usadas de rotina no diagndstico e
controle da Doenga de Chagas, sendo em
trabalhos experimentais — buscando co-
munidade antigénica com outros tripano-
somatideos (30) ou em pesquisa dirigida a
comparar o 1. cruzi ao T. hastatus —
com este proposito, em 1979 e 1980,
realizamos 200 reag¢des de contra-imuno-
eletroforese (CIE) com bons resultados.

Atualmente, em 1985, realizamos a
reagdo de soros de chagdsicos e de soro de
camundongos sensibilizados em 7. hasta-
tus, verificando reagdes positivas, inclusi-
ve com identidade antigénica, usando co-

cie extraida do 7. hastatus (5).

E evidente, que este antigeno glico-
protéico deverd se constituir em um anti-
geno muito promissor quanto a sua espe-
cificidade, nao devendo dar reagdo cruza-
da com soros de leishmaniéticos.

Em 1977, em trabalho realizado vi-
sando 4 padronizagdo da reagdo de fixa-
¢do do complemento usando o 7. hasta-
tus, foi investigado em primeira mao a in-
fluéncia da ordem de se misturar antige-
nos, anticorpos e complemento, utilizan-
do o método cinétido para dosagem do
complemento residual (31).

Durante a padronizagao da reagdo
de fixagdo do complemento observou-se a
presenca de reagdes catastdiquicas no sis-
tema em estudo, o que significa que a or-
dem de se misturar os elementos da reag¢ao
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afeta na quantidade de complemento fi-
xado pelo complexo imune.

Quanto a imunodifusdo em gel, os
resultados apurados em rotina com 200
soros de chagdsicos foram animadores,
usando o antigeno obtido por congela-
mento e descongelamento. Com o anti-
geno constituido de glicoproteina de su-
perficie, verificamos identidade antigéni-
caentre o 7. cruzie o T. hastatus.

O Trypanosoma hastatus, em nossas
maos, demonstrou ser um excelente anti-
geno para reagdes sorologicas na Doenga
de Chagas, mostrando uma boa sensibili-
dade,boareprodutividadee, relativamente,
boa especificidade, dando as habituais
reagdes de grupo; em resumo, comparati-
vamente, se Comportou como as cepas pa-
togénicas de 7. cruzi.

Esta afirmativa se deve aos resulta-
dos de comparagdo exaustiva, em reagdes
paralelas, em elevado numero, realizadas
usando, concomitantemente, cepas-bem
conhecidas de 7. cruzi, como a Y e ob-
tendo-se resultados iguais ou com dife-
rengas de titulos, insignificantes.

De jd, o emprego do T. hastatus
como antigeno para reagdes soroldgicas
na Doenga de Chagas tem a vantagem de
ser obtido de uma cepa do 7. cruzi, ndo
patogénica para animais de laboratdrio e
provavelmente, para o homem, evitando-
se assim, eventuais contaminagdes aci-
dentais de laboratério. Acreditamos mes-
mo que dada a comunidade antigénica en-
tre os trypanosomatideos, pudéssemos
até usar, como seguranga, trypanosomati-
deos de insetos para as reagdes sorologicas
na Doenga de Chagas. Por exemplo: Her-
petomonas pessoai € H. muscarum mus-
carum. (4, 21, 27, 28, 29).

SUMMARY

Serologic reactions for
Chaga’s disease with antigens
of T. hastatus.

Trypanosoma hastatus epimastigo-
tes cultured in LIT media, were harvested
in its exponential phase growth and used
as antigens for American trypanosomiasis
serological diagnosis by indirect immuno-
fluorescence. It was demonstrated that
was an excellent antigen for this purpose
amastigotes also were used and prove to
be as good as epymastigotes.

Soluble extracts were used for com-
plement fixation and for immunodiffu-
sion in gel, and results were similar to
those observed with T. cruzi antigen.

Data reported here are the result
of continued observations with 7. hasta-
tus antigen in Chaga’s disease during the
last ten years.
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