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RESUMO

Amastigotas oblidos de cultura de 5 dias em meio RPMI complementado com 30%de soro
de galinha a 35° C e lipimastigotas crescidos por 5 dias em meio LIT a 26° C de Trypanosoma
cnizi e de Trypanosoma "cruzi-like" deP. hastatus hastatus (denominado provisoriamente como T.
hastatus) foram empregados na reaçao clássica de imunofluorescência índireta (RIFI) de 36 soros
de pacientes clinicamente chagásicos, sorologicamente reatores e dois deles, parasito logicamente,
comprovados e de 10 soros de pacientes não reatores e clinicamente sadios. Os resultados foram
analisados tanto em relação ao antígeno empregado quanto à sua forma. Verificou-se haver, pratica-
mente, resultados iguais quanto à reciprocidade dos títulos das reaçôes , sensibilidade e especifici-
dade com ambos os antígenos e formas. Todavia a natureza da fluorescência era muito mais nítida
com o antígeno da forma epimastigota, enquanto que a forma amastigota era menos intensa e não
havia gradação em relação aos títulos, tornando-se negativa quase bruscamente.

UNITERM OS: T. cnizi e T. hastatus- Rcacão de Imunofluorcsccncia indireta - RIFI.

INTRODUÇÃO: cão de complemento. A partir de 1963
Voller introduziu a técnica com o antíge-

Desde 1959 vem sendo usada a rea- no fixado em lâminas, usando como ele-
ção de imunofluorescência (1F) para mentos figurados as formas de cultura,
Doença de Chagas (14), embora realizada predominante mente epimastigota (19), a
em tubo, àquela época se mostrou capaz partir dai surgiu um trabalho usando as
de se comportar como as técnicas de fixa- formas de Leishmanias do miocárdio do
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rato infectado — Biagi, Tay e Murray
(1964) — com resultados concordantes
com a RFC (7).

Em 1965 e 1966 surgiram respecti-
vamente, os trabalhos de Girola, Martine
e Milic com a técnica em lâminas e tripa-
nosomas de cultura, com 96% de concor-
dância com a RFC (15); Camargo (1966)
usando Trypanosomas de cultivo, epimas-
tigota formolizado em 494 soros não rea-
tores e 48 reatores (10). Em 1968, Alva-
rez, Cerisola & Rohwedder estudaram
1083 soros por IF comparando com RFC
e hemaglu ti nação (11), usaram epimasti-
gotas com 2 a 4 dias de cultivo para a rea-
ção de IF colhidos em solução salina for-
molizada a 0,1 % e fixadas em lâminas pe-
lo calor suave, ventiladas e fixadas com ál-
cool metílico ou acetona. A 1F1 foi con-
cordante com 240/241 soros positivos pa-
ra RFC e RHA; com 610/610 reaçôes ne-
gativas para RFC e RHA, com 240/241
reações positivas. Em 1974 Barbosa e
cols, estudando a contra-imuno-eletrofo-
rese na doença de chagas, verificaram em
10 pacientes chagásicos a concordância da
1F1 com RFC, HA e CIE (6).

Nesta primeira fase desses estudos
Ficou evidenciado que a RFC, era uma
reaçao bastante sensível e confiável, alta-
mente reprodutível no diagnóstico da
Doença de Chagas, pecando apenas pela
exigência da obtenção de um bom antíge-
no, realmente, padronizado, quando os
resultados eram bastante próximos aos da
RIFI.

Desde então também ficou claro
que o elemento figurado na reaçao de IF,
tanto pode ser a forma de cultivo, quanto
a forma amastigota tissular. Posteriormen-
te, apareceram outros trabalhos em que
além do T. cruzi, foi usado T. de morce-
go, P. hastatus hastatus ou Herpetomo-

nas pessoai (5,18), todos com resultado
no diagnóstico da infecção ou doença.

Por ser a forma amastigota intrace-
lular aquela habitualmente encontrada
nos vertebrados, parecia lógico que esta
forma fosse um melhor antígeno particu-
lado para IF.

Em recente trabalho Araújo &Gup-
till estudaram antígenos derivados de
amastigotas ou de estágio epimastigota
preparados por sonicação ou formoliza-
ção que foram comparados pela técnica
de anticorpos imunofluorescentes 1FA e
pelo teste de enzimas ligados a imunoab-
sorventcs (ELISA) para a detecção de an-
ticorpos do parasita em soro de homens
infectados. Os resultados revelaram que
os antígenos derivados de amastigotas de
culturas de células podem ser usados para
detecção de anticorpos de T. cruzi em
ambos os testes. Além disso a quantidade
de antígenos obtidos de preparados de
amastigotas precipitados por anticorpos
em 6 de 10 soros examinados foram
maiores que dos epimastigotas dos mes-
mos soros, em 2 foram iguais e em 2 pre-
dominaram nos epimastigotas (2).

MATERIAL E MÉTODOS;

Foram estudados 36 soros de pa-
cientes sabidamente chagásicos reatores
para Tripanosomíase americana, através
de outras reações sorológicas e 10 soros
negativos (não reatores) investigados tam-
bém por outras reações, sem o prévio co-
nhecimento daqueles resultados.

Os antígenos empregados foram as
formas epimastigotas de T. cruzi e Trypa-
nosoma de morcego - P. hastatus hasta-
tus, (crescidos em meio LIT à temperatu-
ra de 26° C e a forma "amastigoide", dos
mesmos parasitas crescidos em meio
RPM1 + soro de galinha a 35° C.
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A reaçao empregada de 1F1 foi a
clássica padronizada por Camargo (8),
usando a diluição máxima do soro a
l : 2560.

RESULTADOS:

Os resultados foram considerados
concordantes, positivos auando havia va-
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riação máxima de até umi diluição e nfo
concordantes acima desia variação. Não
houve discordância em relaçlo a loros
não reativos e os resultados encontram-te
resumidos na TABELA I.
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A preocupação do emprego, como
antígenos das formas do Tripanosomatí-
deo que ocorre no homem, não se res-
tringe, exclusivamente ao Tripanosoma
na Doença de Chagas, ela também se es-
tende às leishmanioses, em que alguns tra-
balhos já trataram do assunto (3,4,13 e
17).

Na Doença de Chagas, a maioria dos
testes sorológicos, são realizados com a
forma de epimastigota de cultura e elas
gozaram de elevados índices de especifi-
cidade e sensibilidade (5 ,7 ,8 ,9 , 10, 11, e
15) e são pouquíssimos os trabalhos que
empregaram a forma amastigota na inves-
tigação sorológica com finalidade diagnos-
tica (7,2). Tudo parece indicar que a for-
ma epimastigota de cultura contém os
componentes antigènicos específicos do
T cruzi, aliás, o que recentemente foi de-
mostrado por Orozco & cols. em estudo
sobre anticorpos monoclonais contra o
componente 5 específico para T. cruzi
(16).

SUMMARY:

Use of forme amastigote of T. Cruzi,
from cultures médium free of cells at

37° C, for IFR in chagas' disease.

Amastigotes obtained form 5 days
of culture em RPMl complemented with
30% of chicken serum at 26° C and Epí-
mastigotes grown for 5 days in LIT cultu-
re at 26° C of Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma "cruzi-like" of Phyllosto-
mus hastatus hastatus (temporany deno-
minalcd T. hastatus) were used on the
classic reaction of indirect imunofluores-

cency (R1F1) 36 serum of patients clinica-
ly chagasics, serum reactors and two of
them, parasitologicaly confirmed and 10
serum of non reactor patientes and clini-
caly healthy.

The results were analised as much
ín relation to the antigenes used as to it*s
shape. It was verified that pratically,
equal results according to the reciprocity
of the reactions titles, sensibilites, and
specificity of both antigenes and shape.

Although, the nature of the imune-
fluorescency was much more clear with
the antigene of the epimastigote form
while the amastigote form was less Inten-
se and there was no graduation between
the titles and it became negative almost
brusque.
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