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ABREVIATURAS

A Forma amastigota do Trypanosoma cruzi

As Antigeno solivel da forma amastigota

At Antigeno total da forma amastigota
Dot-ELISA Dot enzyme-linked immunosorbent assay
DOT-As Dot-ELISA com antfigeno As

DOT-At Dot~ELISA com antigeno At

DOT-Es Dot-ELISA com antigeno Es

E Forma epimastigota do Trypanosoma cruzi

Es Antigeno solivel da forma epimastigota

glg grau de liberdade entre os grupos

gly grau de liberdade dentro dos grupos

IFI Imunofluorescéncia Indireta

IFI-A Imunofluorescéncia Indireta com antigeno A
IFI-E Imunofluorescéncia Indireta com antigeno E
LR Limiar de Reatividade

MGT Média Geométrica dos Titulos

PM Peso Molecular

p/v Peso/Volume

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SI
TRIS Tris(hidroxi-metil)aminometano

v/v Volume/Volume



Solugdes

PBS Tampao fosfato de sédio 0,01 M pH 7,2, NaCl 0,15M

Tris-NaCl Tampdao Tris 0,02 M, NaCl 0,5 M pH 7,5
























entre 10 a 20 anos evoluem mais facilmente para forma
crdnica cardiaca, podendo atingir a cifra de 30 a 50% (COURA
& PEREIRA, 1984; MACEDO, 1980).

A forma crénica cardiaca é comumente encontrada em
individuos entre 20 a 50 anos de idade, geralmente 10 a 30
anos apds a fase aguda. Os pacientes apresentam quase
sempre comprometimento cardiaco quando submetidos ao exame
clinico e laboratorial (PRATA & MACEDO, 1984).

Sintomas clinicos mais frequentes da forma crdnica
cardiaca s3o: palpitagao, dispnéia de esforgo, edema dos
membros inferiores, dor precordial e insuficiéncia cardiaca.
Os exames do coragdo revelam principalmente arritmias,
bradicardia, sopro sistélico mitral e congestdo sistémica
venosa. Eletrocardiogramas mostram com maior frequéncia
alteragdes com bloqueio completo do ramo direito, bloqueio
incompleto do ramo direito, bloqueio isclado do ramo
esquerdo, bloqueio atrio-ventricular e bloqueio bilateral
dos dois ramos (AMORIM et alii, 1979).

A forma crodnica digestiva acomete cerca de 3 a 9%
dos pacientes crdnicos infectados pelo Trypanosoma cruzi,
apresentando frequentemente alteragdes digestivas isoladas
ou associadas do megaesSfago e megacolon (COURA et aliij,
1979; CASTRO et alii, 1984; REZENDE, 1979, 1984).

Sintomas clinicos encontrados na maioria dos
pacientes com esta forma sado: disfagia, dor esofagiana,
regqurgitagdo, pirose, tosse, obstipagdo, dor abdominal e

constipagdo intestinal.



Nas primeiras semanas da infecgao chagésica, sdo
observadas evidéncias da resposta imune, tanto celular como
humoral.

A resposta imune, do tipo humoral pode ser
verificada indiretamente pelos altos niveis de IgM total que
ascendem paralelamente com a parasitemia, tanto nas
infecgdes naturais como acidentais (LELCHUK et alii, 1970;
VATTUONE et alli, 1973). Enquanto que na fase crénica, os
niveis de IgM total apresentam-se normais (SCHMUNIS et alii,
1978).

Incluem-se nestas imunoglobulinas M os anticorpos
anti-Trypanosoma cruzi, e portanto a detecgao destes
anticorpos torna-se extremamente importante no diagnéstico
das formas congénitas da infecgdo chagasica (SZARFMAN et
alii, 1973), bem como das formas agudas sem sintomas. Nas
infecgdes agudas por transfusao sanguinea, os anticorpos IgM
aparecem nos primeiros dias e declinam rapidamente, quando o
tratamento é eficaz (CAMARGO & LESER, 1974; ISRAELSKI et
alii (1988); SHIKANAI-YASUDA et alii, 1990). Predomindncia
de anticorpos IgM nas infecgdes chaglsicas agudas foi
verificada pela imunofluorescéncia indireta (CAMARGO & AMATO
NETO, 1974).

As imunoglobulinas totais da classe IgG podem ser
também detectadas nas primeiras semanas pés-infecgdo e seus
niveis permanecerem elevados durante a infecgdo crénica, sem

aparentes flutuagdes.



Os anticorpos IgG anti-Trypanosoma cruzi sao
facilmente detectados em altos titulos na maioria dos
pacientes tratados durante a fase crénica, mesmo em casos
com xenodiagnéstico repetidamente negativos (CERISOLA,
1977).

Os niveis totais de imunoglobulinas IgA apresentam-
se normais em pacientes nas fases aguda e crdnica da doenga
(LELCHUK et alii, 1970) ou aumentados em alguns pacientes na
fase aguda (SCHMUNIS et alii, 1978) e em pacientes com a
forma crdnica digestiva (SA-FERREIRA et alii, 1983).

Os anticorpos IgA anti-Trypanosoma cruzi também

foram detectados pela imunofluorescéncia indireta em alguns
pacientes na fase aguda e em pacientes com a forma crdnica
digestiva (PRIMAVERA et alii, 1988).

Enquanto que os niveis de IgE total encontrados em
pacientes chagdsicos crénicos ndo tratados foram semelhantes

aos de individuos ndo infectados (GUELLER et alii, 1978).

0 diagnéstico laboratorial da doenga de Chagas pode
ser feito por métodos parasitolégicos e sorolégicos.

Na fase aguda, quando a parasitemia é elevada, o
método parasitolégico é comumente empregado, pesquisando-se
o jpérasita no sangue total ou no creme leucocitdrio dos
pacientes. Contudo, nas formas crodnicas, devido ao nimero
extremamente baixo de parasitas, faz se necessirio a
utilizagdo de métodos que permitam a sua multiplicagdo, tais

como o xenodiagnéstico e a hemocultura. O xenodiagnéstico,



método parasitolégico de maior preferéncia, embora
especifico, pode detectar, segundo alguns autores, apenas 20
a 40% dos casos sorologicamente positivos (SALGADO et alii,
1970; FISTEN & CHOWDHURY, 1980), mesmo apés suas exaustivas

repetigdes.

As dificuldades encontradas no diagnéstico
parasitolégico da infecgdo crénica, devido & raridade de
parasitas circulantes, tornam o diagnéstico sorolégico
extremamente importante para o diagnéstico da doenga de

Chagas.

Embora os métodos sorolégicos fornegam evidéncias
indiretas de infecgdo chagésica, proporcionam inestiméaveis
informagdes gquanto & sua prevaléncia e incidéncia nas
populagdes, permitem triagem de doadores de sangue, além de
diagnéstico individual de pacientes suspeitos,

Os métodos sorolégicos mais comumentes utilizados no
diagnéstico da doenga de Chagas sdo: reagdo de fixagao do
complemento, hemaglutinagdo passiva, aglutinagdo direta,
floculagdo, aglutinagdo por ladtex e as técnicas com
anticorpos marcados, tais como as reagodes de
imunofluorescéncia indireta e imunoenzimiatica (CAMARGO &

TAKEDA, 1979; CAMARGO, 1987).






padronizado fornecem resultados de alta confiabilidade
(HOSHINO-SHIMIZU et alii, 1978). Os resultados apresentam
sensibilidade e especificidade compardveis aos da reagdo de
fixagdo do complemento e imunofluorescéncia (CERISOLA, 1970;
NEAL & MILES, 1970; CAMARGO & HOSHINO-SHIMIZU, 1974).
Apresenta reagdes cruzadas com leishmaniose, mononucleose e
pénfigo (CAMARGO et alii, 1975a). De execugdo simples e
rapida, permite a leitura dos resultados dentro de 1 hora. A
reagdo de hemaglutinagdo passiva pode ser realizada em
microplacas e com amostras de sangue colhidas em papel de
filtro. Além disso, pode ser automatizada para uso em
grande escala. O controle de qualidade de sucessivas
partidas do reagente de hemaglutinagdo, baseadas na analise
sequencial e no sistema de “chart-control”, pode assegurar a

reprodutibilidade do teste (HOSHINO-~-SHIMIZU et alii, 1986).
Reacdo de imunofluorescéncia indireta

A reagdo de imunofluorescéncia indireta para doenga
de Chagas foi descrita pela primeira vez por FIFE & MUSCHEL
em 1959, e posteriormente modificada por VOLLER (1963) e
CAMARGO (1966). A técnica & de execugao simples, econdmica
e de facil padronizagdo. A utilizagdo de uma Gnica partida
do parasita formolizado possibilita a obtengdao de antigeno
homogéneo, reprodutivel e suficiente para o processamento de
milhares de testes. A reagao pode ser executada com soro ou

plasma e com eluatos de sangue colhido em papel de filtro., 0
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imunoguimicamente definidos, como anti-IgG especificomgara
cadeia gama da imunoglobulina, evita a interferéncia de
"anticorpos naturais" da classe IgM, responsiveis por
resultados falso-positivos. A utilizagao do conjugado anti-
IgM possibilita diagnosticar a infecgdo aguda da doenga de
Chagas. No entanto, falsos resultados positivos podem
ocorrer na concomitancia de anticorpos IgG anti-

Trypanosoma cruzi e IgM antiglobulinicos (fator reumatéide).

Estes 1dltimos podem ser removidos facilmente, tratando o
soro previamente com gama-globulina agregada (CAMARGO et
alii, 1972). A pouca divulgagdo desta técnica para fins de
rotina sorolégica se deve ao elevado custo do equipamento de
microscopia fluorescente. Atualmente, com a utilizagdo de
lampadas de halogénio, ao invés dos dispendiosos bulbos de
mercdrio, torna o teste acessivel a maioria dos laboratérios
de rotina e a Dbancos de sangue. A reagao de
imunofluorescéncia é altamente sensivel, sendo mesmo a que
mais precocemente se positiva nas infecgdes agudas (CERISOLA
et alii, 1970). Todavia, a especificidade do teste &
comprometida pelas reagdes cruzadas com leishmanioses.
Estas, por sua vez, podem ser contornadas por processos de
absérgao seletiva ou de inibig3do de anticorpos com sistema

antigénico de grupo (CAMARGO & REBONATO, 1969).
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Reagao de aglutinagdo direta

A detecgdo de anticorpos aglutinantes no soro de
pacientes chagisicos foi descrita pela primeira vez por
PACKCHANIAN, (1935) e posteriormente por MUNIZ & FREITAS,
(1944). Entretanto, as suspensdes utilizadas como reagentes
ndo eram estdveis e apresentavam tendéncia a auto-
aglutinagao. Somente em 1971, VATTUONE & YANOVSKY
desenvolveram uma microtécnica, utilizando como reagente,
suspensdes de formas epimastigotas formolizadas e
tripsinizadas. O reagente é estadvel, sendo altamente
sensivel para detecgdo de infecgdes chagasicas aqudas e
pouco sensivel na detecgdo de infecgbes crdnicas. O uso de
2-mercaptoetancl no tratamento dos soros permite distinguir
entretanto formas agudas das cronicas (VATTUONE et alii,
1973). Contudo, o teste de aglutinagdoc apresenta reagsGes
cruzadas com soros de pacientes com leishmaniose visceral e

tegqumentar.

Reacgdo de floculagdo

A reagdo de floculagdo, descrita por HOSHINO-SHIMIZU
et alii (1975), utiliza o préprio parasita fragmentado como
reagente, As particulas de epimastigotas formolizadas
obtidas por fragmentagdo ultra-sdnica sdo preservadas por
liofilizagd3o, podendo permanecer estdvel por mais de trés

meses a 4 °C, apés a sua reconstituigdo com &gua destilada.
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Apresenta sensibilidade compardvel a reagdo de fixagdo do
complemento, hemaglutinagdo passiva e imunofluorescéncia
indireta (CAMARGO et alii, 1975b; CAMARGO et alii, 1977).
Apesar de ser um teste altamente sensivel na detecgdao de
infecgdes agudas, apresenta resultados falso-positivos com
paracoccidioidomicose, toxoplasmose, hepatite e leishmaniose
cutanea (HOSHINO-SHIMIZU et alii, 1975) e elevados indices
de positividade com leishmaniose visceral (AMATO NETO et
alii, 1976). De execugdo simples e com reagente estével, o
teste de floculagao é adequado para fins de rotina em bancos
de sangue e inquéritos epidemiolégicos. Contudo, & de uso
limitado, devido ac alto consumo de parasitas necessarios

para produgdo do reagente.

Reagdoc de hemaglutinagdo répida

Esta técnica, descrita por KNIERIM & RUBINSTEIN
(1970), utiliza como reagente hemacias frescas de carneiro a
10%, sensibilizadas com extratos do parasita. Apresenta
sensibilidade similar & da reagdo de hemaglutinagao passiva
e superior & da reagdo de fixagdo do complemento.
Entretanto, torna-se inadequada para fins de rotina, devido
a dﬁraqéo limitada do reagente e a variabilidade antigénica

que podem ocorrer entre sucessivas partidas. As tentativas
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feitas com o uso de hemAcias preservadas nao foram bem
sucedidas, pois apresentam sensibilidade inferior a reagao
de imunofluorescéncia indireta e a leitura dos resultados
mostram aglutinagdes com menor intensidade e nitidez

(CAMARGO et alii, 1973).

Reagdo de latex

A reagdo de latex utiliza como reagente particulas
de poliestireno adsorvidas com extratos do parasita. o
teste é simples e de rapida execugao. Entretanto, o
reagente & pouco estdvel e pode se deteriorar em periodos
variaveis de tempo. Alguns autores encontraram
sensibilidade compardvel a da fixagao do complemento, da
hemaglutinagdao passiva e da imunofluorescéncia indireta
(ENDERS et alii, 1975; PELLEGRINO & KATZ, 1971). Entretanto,
outros autores encontraram baixa sensibilidade ou
reatividade varidvel entre diferentes partidas de reagentes
comerciais (BARUFFA & ALCANTARA FILHO, 1975; KNIERIM et
alii, 1971). Além disso, constatou-se alta incidéncia de
reagdes inespecificas (KNIERIM et alii, 1971). Resultados
compardveis a outros testes e com menor inespecificidade foi
encontrado com a utilizagdo de um reagente de origem
argentina, estivel por mais de um ano (CERISOLA et alii,

1980).
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TECNICAS IMUNOENZIMATICAS

l- Reagdo imunoenzim&tica

Esta técnica € semelhante a reagao de
imunofluorescéncia, diferindo na substituigdo dos anticorpos
marcados com fluorocromos, por anticorpos marcados com
enzimas, tais como a peroxidase. Apresenta sensibilidade e
especificidade similares a reagdo de imunofluorescéncia
(FERREIRA et alii, 1975) e tem como vantagem a efetuagdo da

leitura em microscépio Sptico comum.

2 - ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

A técnica de ELISA, descrita por VOLLER em 1975,
apresenta alta sensibilidade e @especificidade quando
comparada a reagdo de imunofluorescéncia (FERREIRA et alii,
1977; CAMARGO et alii, 1979). Nesta técnica, emprega-se
como suporte tubos ou placas pldsticas onde os antigenos sdo
adsorvidos. Pode-se utilizar vdrios tipos de antigeno, como
por exemplo suspensdes de parasitas, extratos ou ainda
fragdes altamente purificadas. As placas podem ser
preﬁiamente sensibilizadas e guardadas prontas para o uso. A

leitura ¢é feita por espectofotometria, gque permite ndo

somente a obtengdo de resultados quantitativos, como também
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a automagdo da técnica. Embora as vantagens apresentadas
pela técnica de ELISA sejam miltiplas, a sua aplicagdo para
fins de rotina de diagnéstico encontra obstéiculos,
principalmente em paises em desenvolvimento, devido ao alto
custo das placas de poliestireno e do equipamento de

leitura.

3 - Dot-ELISA(Dot-enzyme-linked immunosorbent assay)

Dot-ELISA foi descrita pela primeira vez por KAFATOS
(1979), em hibridizagdo de DNA, denominando-a de "dot
hybridization" . HAWKES (1982) aplicou esta técnica na
triagem de anticorpos monoclonais, utilizando um 2°©
anticorpo marcado com isdétopo radioativo e a designou de
"dot immunobinding"”. PAPPAS et alii (1983) descreveram a
técnica para aplicagdo no diagnéstico de leishmaniose
visceral com a denominagdo de Dot-ELISA. A técnica tem
sofrido modificagdes e nomes de acordo com o sistema
utilizado., Para fins de diagnéstico, tem-se adotado o termo
Dot-ELISA, em fungdo do principio da reagdo ser semelhante
ao da técnica de ELISA, com a diferenga de que na primeira,
utilizam~se membranas de nitrocelulose, como suporte sélido.
Dot=-ELISA tem sido utilizada no diagnéstico de varias
doengas parasitédrias (leishmaniose, schistosomiase,
fascioliase, hidatidose, malaria), bacterianas

(Escherichia coli e Vibrio cholerae) e virais (Varicela-



zoster), e os resultados apresentados mostraram-se bastante
promissores (SEIDLIN et alii, 1984; BEAUTIN et alii, 1984;
GUIMARAES et alii, 1986; ZHENG et alii, 1986; BOCTOR et
alii, 1987; LONDNER et alii, 1987; JAFFE & ZALIS, 1988;
SHAHEEN et alii, 1989). A utilizagdo desta técnica no
diagnéstico sorolégico da doenga de Chagas foi feita por
FLINT et alii (1984) e ARAGJO (1985), e os resultados
preliminares foram bastante satisfatérios. Posteriormente
foi melhor avaliada por DE HUBSCH et alii (1988, 1989),
utilizando como antigeno, suspensdes formolizadas e extrato
citoplasmiatico de epimastigotas. Dot-ELISA & de consenso
geral de que sua execugdao € simples, rapida e reprodutivel.
A leitura pode ser feita visualmente, dispensando o uso de
equipamento. Além disso, o antigeno pode ser distribuido
sobre a membrana e conservado durante meses a 4 ©C, sem

perda da reatividade.

0s métodos soroldgicos em geral, gquando executados
com o rigor técnico necessirio e com reagentes adequados,
apresentam sensibilidade e especificidade satisfat6rias para
fins de diagnéstico. Entretanto, nao & possivel, comprovar
ou excluir com seguranga a presenga da infecgdo chagésica,
uma vez gque os resultados sdo interpretados em termos de

probabilidade.
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Esta fragdo de 90 kDa foi avaliada na sorologia para
doenga de Chagas por SCHECHTER et alii (1985), obtendo-se
resultados altamente sensiveis, no entanto apresentou
reatividade cruzada com 10% dos pacientes leishmaniéticos.

SCHARFSTEIN et alii (1983, 1985, 1986) isolaram a
fragdo GP 25, a partir do fracionamento do sobrenadante
antigénico de epimastigotas em coluna de Bio-Gel P-10, Em
um total de 567 soros testados com a fragado GP 25, sendo 321
soros de ©pacientes chagéasicos, encontraram 97,8% de
positividade. A reatividade cruzada, em 85 soros de
pacientes com leishmaniose visceral e tegumentar testados,
foi wverificada em 1 paciente com leishmaniose visceral.
GP 25 é um produto da clivagem da glicoproteina de
PM 51/57 kDa e pode ser encontrada na superficie de
epimastigota e tripomastigota sanguicolas.

Uma outra maneira de conferir especificidade
diagnéstica, mesmo com o emprego de misturas antigénicas
complexas, seria através da utilizagdao de outras formas
parasitdrias do Trypanosoma gcruzi.

PRIMAVERA et alii (1990) em revisdo realizada sobre
antigenos utilizados no diagnéstico soroldgico da doenga de
Chagas constatou que 84% da literatura tratava sobre formas
epimastigotas, enquanto que somente 9% eram sobre formas

tripomastigotas e 7%, sobre formas amastigotas.
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Em relagaoc aos antigenos tripomastigotas, DRAGON
et alii (1985) isolaram polipeptideos de 90 kDa através do

fracionamento com lectina de Lens culinaris, e nd3o sendo

encontrada reatividade cruzada com soros de pacientes com
leishmaniose.

KRETTLI (1982) por sua vez demonstrou a importancia
das formas tripomastigotas no controle de cura e
monitoramento de pacientes chagdsicos crénicos, para a

detecgdo de anticorpos liticos em presenga de complemento.

Formas amastigotas de diferentes origens tém sido
investigadas por vAarios autores. Assim, COSSIO et alii
(1983, 1985) ao utilizarem, como substrato, cortes
histolégicos de formas amastigotas do misculo esquelético de
camundongos Rockland infectados, na reagao de
imunofluorescéncia indireta, encontraram maior sensibilidade
se comparadas com a forma epimastigota.

PRIMAVERA et alii (1990) estudaram também formas
amastigotas obtidas "in wvivo", ou seja de bago de
camundongos infectados, na reagdo de imunofluorescéncia
indireta, e verificaram sua alta reatividade em relagdo a
forma epimastigota.

Quanto as formas amastigotas obtidas "in vitro", os
resultados foram semelhantes, pois CERISOLA et alii (1971),
ao empregarem na reagdo de imunofluorescéncia indireta,
formas amastigotas de cultivo em células HeLa, notaram

sensibilidade superior a forma epimastigota.
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Em virtude do fato de que a obtengao da formas
amastigotas de cultivo "in vitro" requerer procedimentos
menos laboriosos do que & das formas obtidas "in vivo", como
também das discrepancias observadas entre os autores quanto
a sua reatividade, incentivou-nos a investigar melhor as
caracteristicas diagnésticas deste antigeno, quando aplicado

em técnicas soroldgicas para doenga de Chagas.
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1.2. Amastigota (A)

As formas amastigotas foram obtidas do sobrenadante

de células LLC-MK, infectadas com o Trypanosoma cruzi,
conforme previamente descrito por Umezawa (1975).

A linhagem de células LLC-MK, (células epiteliais
renais de macaco Rhesus -~ Macaca mulata), proveniente do
Instituto Adolfo Lutz de S3do Paulo, foi cultivada a 37 °cC.
As células foram infectadas inicialmente com 106
tripomastigotas provenientes do sangue de camundongos
infectados com o Trypanosoma cruzi, em meio de Eagle
contendo 2% de soro fetal bovino. A reinfecgdo de outras
garrafas foi feita semanalmente com formas tripomastigotas
liberadas no sobrenadante da cultura celular.

As formas amastigotas do Trypanosoma cruzi foram
obtidas do sobrenadante do cultivo celular a partir do
8° - 9° dias de infecgdo, sendo colhidas diariamente até o
13° dia.

Os amastigotas, presentes no sobrenadante, foram
centrifugados a 8.000 rpm por 15 minutos a 4 °C, e as formas
tripomastigotas contaminantes, eliminadas pela centrifugacdo
a 3.000 rpm por 2 minutos. O sedimento contendo as formas
amastigotas foram lavadas 3 vezes em PBS (8.000 rpm, 15
minutos) e imediatamente preparadas para serem utilizadas na
reagdo de Imunofluorescéncia Indireta ou conservadas em

aliquotas de 5 x 10%8 a -70 °c.

BIBLIDTECA
oirde o Ciareing Farmandilicas
Universidade de Saa Panln

26



27

Alguns lotes de formas amastigotas foram obtidos do
laboratério de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP,
cedidos pela Dra. Maria JGlia Manso Alves.

Todos os lotes de formas amastigotas foram
rotineiramente examinados visualmente, apés as lavagens, em
microscépio &éptico e ao mesmo tempo observados apés

coloragdo com Giemsa.

2. AMOSTRAS DE SOROS

Foram testadas 223 amostras de soros pelas técnicas
de Imunofluorescéncia Indireta (A e E) e Dot-ELISA (As e At)
e 68 amostras de soros pela técnica de Dot-ELISA (Es).

Os soros foram obtidos de individuos chagédsicos com
diferentes formas clinicas; de ndo chagésicos sem
manifestagdo clinica de outras afecgdes; e de outras

patologias.

2.1, Soros Padroes

0 soro padrdo positivo foi obtido do plasma de
doadores do banco de sangue do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sdo Paulo, com sorologia positiva para
Doenga de Chagas. O 80ro foi obtido do plasma
inativado a 56 °C por 30 minutos, seguido de congelamento,

descongelamento, centrifugagdo e mantido liofilizado.



O soro padrdao negativo foi obtido da rotina de
laboratério do Instituto Adolfo Lutz.

Todos os soros foram submetidos aos novos testes
sorolégicos no laboratério apés inativagdao (56 °C por 30

minutos) e conservados em aliquotas a -~70 °cC.

2.2, Soros de pacientes chagéasicos

As 120 amostras de soros de pacientes chagisicos
foram classificadas de acordo com a evolugdo da doenga em:

fase aguda e crdnica (Tabela I).

Fase aguda

As amostras de soros de pacientes da fase aguda da
doenga de Chagas foram doadas pela Dra Maria Aparecida
Shikanai-Yasuda, do Hospital das Clinicas - USP.

Este grupo consistiu de 10 amostras de soros de
pacientes na fase aguda da infecgdo, confirmados pela

presenga de anticorpos IgM e xenodiagnéstico positivo.

Fase crodnica

Este grupo consistiu de 110 amostras de soros de
pacientes crénicos, doados pelo Dr Hélio Iwao Nakamura, do
ambulatério do Servigo Social da Indidstria (SESI). Os
pacientes foram submetidos a exames clinicos, laboratoriais

e eletrocardiograficos, todos apresentando sorologia



positiva nas reagdes de fixagdo do complemento (FC),
hemaglutinagdao passiva (HP) e imunofluorescéncia indireta
(IFI). De acordo com o exame eletrocardiografico foram
classificados clinicamente em forma : crdnica indeterminada,

cardiaca e digestiva.

Forma crénica indeterminada - Este grupo consistiu de 50
amostras de s80ros de pacientes que apresentavam
eletrocardiograma normal e sorologia positiva para doenga de

Chagas

Forma crdnica cardiaca - Este grupo consistiu de 50 amostras
de soros de pacientes que apresentavam eletrocardiograma

alterado e sorologia positiva para doenga de Chagas.

Forma crénica digestiva -~ Este grupo consistiu de 10
amostras de soros de pacientes que apresentavam distidrbios
digestivos e sorologia positiva para doenga de Chagas, 2 das
quais, os pacientes apresentavam distirbios digestivos
associados & alteragdes eletrocardiogrédficas, porém sem

achados radiolégicos comprovados.
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2.4. Soros de pacientes com outras etiologias

Foram analisadas 32 amostras de soros de pacientes
com outras afecgdes nao relacionadas a doenga de Chagas, com
sorologia positiva para os seus respectivos diagnésticos,
mas negativos para doenga de Chagas (IFI), assim
distribuidos (Tabela I):

- B soros com leishmaniose visceral

- 4 soros com febre reumatica

10 soros com sifilis

5 soros com doenga auto-imune (fator anti-nicleo)
- 5 soros com malédria
Os 8 soros de pacientes com Leishamaniose visceral
foram também positivos na reagdo de IFI para doenga de

Chagas.
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Tabela I - Amostras de soros de 223

pacientes chagésicos e nlo chagdsicos.

Formas n° * Scrologia para
Clinicas amostras ECG doenca de Chagas
Chagésicos:

Aguda 10 ND +
Crénica
Indeterminada S0 norzal +
Crbnica Cardiaca S0 alterado +
crénica Digestiva 10 8 normal +
2 alterado +
N3o chagésicos:
49 normal -
Normais 7 3 alterado -
19 ND -
Outras Infecgles
Leishmaniose visceral 8 ND +
Febre Reumdtica &4 ND -
sifilis 10 ND -
L.E.S. S ND -
Malaria S ND -
TOTAL 223

* ECG - Eletrocardiograma

ND - nfc determinado
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3. TESTES SOROLGGICOS
3.1. Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)
3.1.1. Reagentes e solugdes

- PBS-Tampao fosfato 0,01 M pH7,2 ; NaCl 0,15 M

- Azul de Evans 0,02mg/ml (p/v)

- Glicerina tamponada pH 9,5 (lml de tampao
carbonato-bicarbonato de sédio 0,5 M pH 9,5 e 9 ml

de glicerina)

3.1.2. Preparo dos antigenos

a) Forma epimastigota do Trypanosoma cruzi (E)

As formas epimastigotas, utilizadas como antigeno na
IFI, foram fixadas com uma solugido de formaldefido a 2%
(v/v) em PBS, por 18 horas & temperatura ambiente. Os
parasitas foram lavados duas vezes em PBS, ressuspensos nho
mesmo tampdo e distribufdos em laminas de vidro especial
para imunofluorescéncia (aproximadamente 100 parasitas por
campo de microscépio, 400x). ApS6s a secagem, 10 minutos

a 37 °c, as laminas foram acondicionadas e armazenadas



b) Forma amastigota do Tgyganosoma cruzi (A)

As formas amastigotas receberam tratamento
semelhante & preparagdo do antigeno da forma epimastigota.
Foram wutilizadas somente preparagbées antigénicas que
continham no maximo 5% de formas tripomastigotas

contaminantes .
3.1.3, Diluigdes dos soros e conjugados fluorescentes
Os soros foram diluidos em PBS na razdo 2, a partir

de 1/5. Para a detecgao dos anticorpos 1IgG anti-

Trypanosoma cruzi, os soros foram diluidos até 1:10.240 e

para a detecgao dos anticorpos IgM e IgA , a diluigdo final
foi de 1:2.560.

Os conjugados fluorescentes utilizados na reagao de
IFI foram anti-IgG humano (cadeia gama - Biolab Mérieux),
anti-IgM humano (cadeia p - Hyland) e anti-IgA humano
(cadeia alfa - Sigma), marcados com isotiocianato de
fluoresceina.

A diluigdo ideal dos conjugados foi determinada por
titulagdo em bloco, testando-se diluigdes crescentes do
conjugado (1:100 a 1:1000) contra diluigdes crescentes do
soro padrdo positivo e negativo, tanto para IFI com formas

amastigotas, como com epimastigotas do Trypanosoma cruzi.

O resultado foi expresso em titulos, correspondente

ao inverso da diluigao do soro.
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3.1.4. Desenvolvimento do teste

A reagido de Imunofluorescéncia Indireta foi
executada, segundo a técnica descrita por CAMARGO (1966).

As laminas de imunofluorescéncia contendo os
antigenos foram secas a temperatura ambiente, antes de sua
utilizagao.

Uma aliquota de 10 pl de cada diluigdo do soro foi
depositada em cada &4rea delimitada da lamina e incubada em
camara tmida, por 30 minutos a 37 °C. As laminas foram
lavadas 3 vezes em PBS (5 minutos cada) e secas com jatos de
ar frio. A seguir, o conjugado, previamente titulado e
diluido em azul de Evans, foi colocado em cada A&rea
delimitada da lamina e incubado a 37 ©C, durante 30 minutos.
As laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, para remogdo do
excesso de conjugado, secas e montadas com glicerina
tamponada pH 9,5,

As leituras das reagdes foram feitas em microscépio
Zeiss, com iluminagdo epifluorescente, equipado com lédmpada
de halogénio (100 watts/12 volts) e objetiva com aumento 40.

Em todos os testes foram incluidos diluigdes dos
soros—padrdo positivo e negativo. 0O titulo do sorec foi
considerado aquela diluigdo médxima ainda capaz de fornecer

alguma reatividade no parasita.
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3.2. "Dot-enzyme linked immunosorbent assay" (Dot-ELISA)
3.2.1. Reagentes e solugdes

- Tris-NaCl- Tris(Sigma) 0,02M, pH 7,5; NaCl(Merck)
0,5M

- Tampao carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,5

- Solugdo bloqueadora - 5% de leite Molico desnatado
(Nestlé) em Tris-NaCl (p/v)

- Solugdao de lavagem -Tris-NaCl contendo 0,05% (v/v)
de NP-40 (Sigma)

- Solugdo cromdégena - 3 mg/ml de 4 cloro 1 naftol
(Sigma) em metanol (Merck); 5 ml de Tris-NaCl e

5 pl de Hy0, a 30% (Merck)
3.2.2. Preparo dos antigenos

a) Antigeno solidvel (s)

Os antigenos soliveis das formas epimastigotas (Es)

e amastigotas (As) do Trypanosoma cruzi foram preparados
segundo a metodologia descrita por HOSHINO-SHIMIZU et alii
(1978).

| Os parasitas liofilizados foram pulverizados em um
gral de porcelana e ressuspensos em &gua destilada para se
obter uma concentragdo de 20 mg/ml. Em seguida, adicionou-
se uma solugdo de hidréxido de sédio 0,3 M (v/v) e a mistura

foi lentamente macerada até a homogeinizagdo completa. A
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suspensdo foi mantida sob agitagdo, durante 18 horas a 4 °C
e depois neutralizada para pH 7,0, com A&cido cloridriceo
0,3 M. RApés centrifugagdo (3000 rpm, 1 minuto, 4 °C), o

sobrenadante foi dosado quanto aoc seu contelido em proteinas.
A estabilidade da suspensdo foi preservada adicionando-se
tioglicolato de s86dio 1lmg/ml (p/v) e timerosal 0,5mg/ml
(p/v). O antigeno foi distribuido em aliguotas e armazenado

a -70 °c,

b) Antigeno total (t)

0 antigeno total de formas amastigotas do
Trypanosoma cruzi  (At) foi obtido por |ultrasonicagao
(1,5 ampére, 1 minuto, em banho de gelo) do sedimento Gmido
de 6 x 10° parasitas/ml em A&gua destilada. A suspensao
obtida apbés 3 ultrasonicagdes foi isotonizada com uma
solugdo de Nacl 0,3M (v/v) e novamente ultrasonicada. A
suspensdo antigénica final foi centrifugada (2.000 rpm,
1 minuto, 4 °C) e o sobrenadante conservado em aliquotas

a -70 ©c.

c¢) Antigeno lisado com detergentes
Inicialmente cerca de 6 X 10° amastigotas do

Trypanosoma cruzi, ressuspensos em 1 ml de &gua destilada,

foram submetidos & lise por congelamento e descongelamento
(25 vezes). A suspensdo, isotonizada com NaCl 0,3 M (v/v),
foi posteriormente solubilizada com o emprego dos seguintes

detergentes:



Nonidet-40 (NP-40) - Um volume da suspensdo de parasitas
(6 mg/ml) foi adicionado a 2 volumes de uma solugdo de 5% de
NP-40 em Tris 0,02 M pH 7,5; e NaCl 0,5M (Tris-NaCl). A
suspensao foi submetida a um banho fervente por 3 minutos e

o produto solivel obtido, utilizado como antigeno.

Dodecil sulfato de sédio (SDS) - Um volume da suspensdo de
parasitas (6 mg/ml) foi adicionado a 2 volumes de SDS (30
pg/ml em tampao Tris-NaCl) e submetido a um banho fervente
por 3 minutos. O produto solidvel final foi empregado como

antigeno.

Desoxicolato de sédio (DOC) - A suspensao de parasitas
(6 mg/ml) foi tratada com DOC nas concentragdes de 0,25% a
3% em Tris-NaCl. A suspensdo foli deixada durante 30 minutos

a 4 °C, sendo depois empregada como antigeno.

A dosagem de proteinas, nos diferentes preparados
antigénicos, foi efetuada empregando-se o método de LOWRY et

alii (1951).
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3.2.3. Conjugados enziméiticos

O conjugado anti IgG humano marcado com peroxidase
foi preparado no préprio laboratério, e os conjugados anti-
IgM humano (cadeia jp) e anti-IgA humano (cadeia alfa) foram

obtidos comercialmente (Sigma Co).

Preparagao do conjugado anti-IgG humano

O soro de cabra anti-IgG humana, cadeia gama
especifica (Sigma I-7883) foi marcado com peroxidase, tipo
VI (Sigma), sequndo a técnica de NAKANE & KAWAOI (1974).

Inicialmente 10 mg de peroxidase (atividade - 300
U/mg de enzima) foram dissolvidas em 2,5 ml de &qua
destilada e oxidada com 0,5 ml de wuma solugdo de
metaperiodato de sédio 0,1M, recentemente preparada, por
gotejamento. A mistura, apés 20 minutos a temperatura
ambiente, sob constante agitagdo foi dialisada por 18 horas
a 4 °C, em tampdaoc acetato de sédio 1 mM, pH 4,4 e a seguir
alcalinizada para pH 9,0 com tampdo carbonato 0,01M, pH 9,5.

Paralelamente, 2 ml de anti-IgG humana (10 mg/ml)
foram dialisados em tampdao carbonato 0,01 M pH 9,5. A enzima
oxidada foi adicionada lentamente sobre a imunoglobulina
dialisada e apés 2 horas, a temperatura ambiente com
agitagdo constante, adicionou-se 0,125 ml de boridreto de
sédio na concentragdoc de 4mg/ml (NaBH,), mantendo-se ainda

sob agitagdo lenta por mais 2 horas a 4 °cC.
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O conjugado, apés didlise em PBS, foi purificado em
cromatografia de filtragdo em gel (Sephadex G-200 -
Pharmacia) eluindo-o com o mesmo tampao. Os eluatos, em
volumes de 1lml, foram dosados por espectrofotometria a 280
nm para dosagem de proteinas e a 403 nm, para a de enzima,
peroxidase. Os eluatos, correspondentes ao 1° pico, foram
concentrados em membrana de didlise recoberta com sacarose
(4 °C) até a redugdo de 1:4 do seu volume inicial. Apés a
didlise em PBS, o conjugado foi conservado em glicerina
neutra (v/v) a -20 °c.

Os conjugados foram titulados em bloco
simultaneamente contra diferentes concentragdes do extrato
antigénico e diluigdes crescentes dos soros-padrao positivo
e negativo, determinando-se assim a concentragdo 6tima de
antigeno e a diluigdao adequada do conjugado a serem

empregadas.

3.2 4. Sensibilizagao da membrana de nitrocelulcse

A concentragdo antigénica ideal para a reagao de
Dot-ELISA foi determinada por titulagdoc em bloco, onde
conéentraqées crescentes de antigeno foram ensaiadas contra
diluigdes crescentes dos soros padrdao, em uma diluigdo 6tima
do conjugado.

Para a técnica de Dot-ELISA, volumes de 1 pl da

concentragido ideal da suspensdo antigénica foram aplicadas



sobre a membrana de nitrocelulose (0,45 mu - Millipore),
utilizando-se um molde de acrilico (1 mm de espessura)
contendo 96 orificios perfurados, sequndo o formato de uma
placa de microtitulagdo.

Os antigenos foram fixados a membrana de
nitrocelulose colocando-os em estufa a 37 ©C, durante 15
minutos.

A membrana contendo os antigenos foi utilizada apés
blogueio (2 horas, com agitagdo em solugdo bloqueadora) ou
guardada em diferentes temperaturas para posterior teste da

estabilidade do antigeno.

3.2.5. Diluigdes dos soros e conjugados enziméaticos

As amostras de soros e conjugados foram diluidos em
solugao bloqueadora com 1% de 1leite, em placas de
poliestireno com fundo em U.

As amostras de soros foram dilufdas na razdo 2, a
partir de 1:5 até 1:10.240 para detecgdao de anticorpos IgG,
e até 1:2.560 para detecgdo dos anticorpos IgM e IgA.

Para a detecgdo de anticorpos IgG, IgM e IgA, pelas
técnicas de Dot-ELISA e "Imunoblotting”, foram utilizados
conjugados anti-cadeia especifica humana marcada com
peroxidase. A titulagdo do conjugado foi efetuada em bloco,

testando-se paralelamente concentragdes crescentes do
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antigeno contra diluigdes crescentes dos soros-padrio
positivo e negativo.

O titulo do conjugado foi determinado pela maior
diluigdo do conjugado que, em determinada concentragio de
antigeno, fosse capaz de reagir com a maior diluigdo do soro
padrdo positivo, sem apresentar reagdo inespecifica com o
soro negativo .

As diluigdes foram feitas antes de cada etapa da
reagéao, a fim de evitar adsorgéao proteica das

imunoglobulinas na superficie das placas de microtitulagio.

3.2.6. Desenvolvimento do teste

A técnica de Dot-ELISA foi executada segqundo a
metodologia descrita por HAWKES et alii (1982), utilizando o
sistema de BENNETT & YEOMAN (1983) e das modificagdes
introduzidas por LISSALDO (1988}.

A reagao de Dot-ELISA foi executada em um sistema
simples montado no préprio laboratério.

A membrana de nitrocelulose, contendo os antigenos e
tratada com solugao bloqueadora, foi colocada sobre uma
plada de microtitulagdo, de modo que o antigeno ficasse em
contacto com as diluigdes dos soros encontradas nas
cavidades. A membrana foli entdo revestida com Parafilm,

seguida de 5 folhas de papel Wathman n° 3 e por uma tampa de
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acrilico, as quais foram fixadas a placa por meio de grampos
metdlicos.

Apdés uma hora de incubagdo, a membrana foi lavada 3
vezes, 10 minutos cada, em solugdo de lavagem e incubada a
seguir com o conjugado enzimAtico, durante 1 hora. Apés
novas lavagens, solugdo cromégena foi adicionada sobre a
membrana por 5 minutos e lavada (6 vezes) em Agua destilada.

Em cada membrana foram incluidos o8 soros-padrao
positivo e negativo.

A leitura da reagdo, expressa em titulos, foi
efetuada ap6s secagem das membranas entre folhas de papel de
filtro. A reagido foi considerada positiva gquando ainda
havia o desenvolvimento de uma coloragdo azul violicea, e
negativa, na auséncia desta coloragao.

Todas as etapas foram efetuadas com agitagdo

constante e & temperatura ambiente.

3.2.7. Avaliagdo da estabilidade dos antigenos sobre a

membrana de nitrocelulose

Os antigenos das formas amastigotas As e At
aplicados em membrana de nitrocelulose bloqueada, e
acondicionados individualmente em sacos pléasticos selados
foram conservados a 4 °C e a -70 °c, Dot-ELISA foi

realizada mensalmente, com os mesmos soros positivos e
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negativos. A avaliagdao da estabilidade foi somente

executada para a detecgdo de anticorpos da classe IgG.

3.3. Tratamento de soros com gama-globulina agregada

A pesquisa de anticorpos IgM nos diferentes testes
foi executada apbés o tratamento dos soros com gama-globulina
agregada (CAMARGO et alii, 1972), para eliminar a
interferéncia de possiveis fatores reumatéides (CLARKSON &
MELLOW, 1983).

A gama globulina humana (10 mg/ml em PBS) foi
agregada por aquecimento (63 ©C, 10 minutos), misturada aos
soros diluidos (1/5) em PBS (v/v), e incubada por 1 hora a
37 c. Apbés centrifugagdo (5.000 rpm, 10 minutos), o
sobrenadante foi coletado e submetido aos testes
imunolégicos para pesquisa de anticorpos IgM e IgA anti-

Trypanosoma cruzi .

4. ANALISE DO DESEMPENHO DIAGNOSTICO DOS TESTES

Para a avaliagdo das caracteristicas diagnésticas
dos testes sorolégicos, determinou-se os indices relativos
de sensibilidade, especificidade, eficiéncia, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo, falso positivo

e falso negativo, conforme os conceitos de GALEN & GAMBINO

(1975).



5. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise da reprodutibilidade da técnica de
Dot-ELISA, utilizou-se o método grédfico de controle de
qualidade descrito por HOSHINO-SHIMIZU et alii (1986).

A analise de varidncia dos grupos de individuos
estudados foi executada segundo a metodologia descrita por
LEVIN (1987).

As médias geométricas dos titulos de anticorpos dos
testes foram determinados segundo o método de WHITE (1973).

O coeficiente de correlagao e a andlise de regressao
linear foram calculados de acordo com a metodologia descrita

por LUTZ (1967).

6. CARACTERIZAQiO DOS ANTIGENOS DAS FORMAS AMASTIGOTAS

(As, At) E EPIMASTIGOTAS (Es, Et) POR "IMMUNOBLOTTING"

6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
~ (SDS-PAGE)
A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga
de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), sob condigdes

redutoras e em sistema descontinuo, foi executada segundo
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eficiéncia da transferéncia. A membrana de nitrocelulose
foi descorada em &gua bidestilada, acondicionada em pléstico
e cortada em tiras de 4 mm para o ensaio imunoenzimético.

Os marcadores dos pesos moleculares transferidos
para a membrana de nitrocelulose foram corados com negro de
amido (0,02% em &cido acético).

A reagao imunoenzimdtica feita com soros de
pacientes chagdsicos de fase aguda e cronica foi realizada
"in situ", segundo ANDERTON & THORPE (1980).

Os padrdes de peso molecular wusados foram:
fosforilase b (94 kDa); albumina bovina (67 kDa);
ovoalbumina (43 kDa); anidrase carbdnica (30 kDa); inibidor
de tripsina (20 kDa) e alfa-lactoalbumina (14,4 kDa)

(Pharmacia)

Os pesos moleculares (P.M.) das bandas reativas
foram determinados a partir da relagao linear entre o log do

P.M. e migragdo relativa (Rf) de proteinas padrdes.






2. PADRONIZAGAO DA TECNICA DE DOT-ELISA PARA A DETECCAO DOS

ANTICORPOS IgG, IgM e IgA ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI.

A padronizagdo da técnica de Dot-ELISA, na detecgdo
dos anticorpos IgG, IgM e IgA, foi efetuada utilizando-se
5 tipos de extratos antigénicos das formas amastigotas
obtidas sequndo o item 3.2.2. de Materiais e Métodos. Os
melhores resultados foram consequidos com o parasita
solubilizado em meio alcalino (As) e aquele fragmentado por
ultrasonicagao (At).

Os antigenos guando lisados com detergentes
anidnicos (SDS) ou detergentes nao idnicos (NP-40)
apresentaram titulos compativeis com agqueles obtidos com o
antigeno As, porém difundiram-se radialmente, quando
aplicados sobre a membrana de nitrocelulose, demonstrando
pontos centrais totalmente claros apés revelagaoc da reagao.

0 antigeno lisado com o detergente anidnico DOC
apresentou reatividade homogénea, todavia os resultados em
titulos foram inferiores aqueles observados com o antigeno
As.

Em vista destes resultados, as formas amastigotas do
Trypanosoma cruzi lisadas com detergentes anidnicos (SDS,
DOC) e nado idnicos (NP-40) foram excluidos por nédo se
prestarem ao nosso objetivo e assim, os antigenos As e At
foram melhor estudados, na técnica de Dot-ELISA denominadas

de Dot-As e Dot-At, respectivamente.
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A titulagdaoc em bloco dos conjugados enzimaticos
anti-IgG (Figura 1), anti-IgM e anti-IgA humanos forneceu
titulos 500, 100 e 100, respectivamente.

A concentragao o6tima de antigeno empregada foi de
2 ng/pl de proteinas, tanto para o antigeno As como para At
e Es.

A reagdo de Dot-ELISA positiva caracterizada pelo
desenvolvimento de cor violacea foi facilmente discernida da
reagdo negativa que apresentava auséncia completa de

coloragao, sem nenhuma reagdo de fundo.



Figura 1 - Titulagdo do conjugado e determinagdo da concentragio
do antigeno As para detecgdo de anticorpos da classe IgG na
técnica de Dot-ELISA.

A - conjugado diluido 1:250
B - conjugado diluido 1:500
C - conjugado diluido 1:1000

la, 1d, 1g, 1j - soro chagasico crdnico diluido a partir de 1:80
: (positivo com titulo de 10.240)
1b, le, 1h, 1k - soro chagdsico crdnico diluido a partir de 1:80
(positivo com titulo de 5.120)
1c, 1f, 1i, 11 - soro normal diluido a partir de 1:5
(negativo com titulo de 40)

1 a 8 - diluigdes seriadas dos soros
a, b, antigeno na concentragdo de 4 ug/ul
d, e, antigeno na concentragdoc de 2 ug/ul

((s]

=
HH-HQ
LI A I |

antigeno na concentragdo de 1 ug/ul
antigeno na concentragdo de 0,5 ug/ul






3. DETERMINAGAO DO LIMIAR DE REATIVIDADE (LR) E DOS fNDICES

AVALIADORES DOS TESTES.

Os resultados obtidos na determinagdo dos limiares
de reatividade das técnicas de Imunofluorescéncia Indireta e
Dot-ELISA para a detecgdao de anticorpos IgG, IgM e IgA estdo
apresentados nas Figuras 2, 6, 10 e 14. Para se obter a
maxima discriminagdo entre os grupos de individuos
chagdsicos e nd3o chagdsicos, o8 indices relativos de
sensibilidade, especificidade, eficiéncia, bem como os
valores preditivos positivo e negativo, além de falsos
positivo e negativo foram determinados para cada limiar de
reatividade correspondente asdiluigdes do soro, a partir de
1:5., As Figuras 3, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12 e 13 mostram os
indices acima referidos obtidos para diferentes limiares de
reatividade, expressos em titulos, de acordo com o tipo da
reagdo sorolégica.

O critério adotado para a determinagido do limiar de
reatividade foi aquele cujo tftulo fornecia, de preferéncia,
maiores indices de sensibilidade, especificidade e
eficiéncia, com minimo de resultados falsos positivos
(100 - valor preditivo positivo) e falsos negativos
(100 - valor preditivo negativo). Desta forma, para a
detecgdo de anticorpos da classe IgG, os limiares de
reatividade escolhidos foram: titulo 20 para IFI-E; 80 para
IFI-A e titulos de 160 para Dot-As e Dot-At (Figuras 2, 3

e 4).
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Figura 4 - Desempenho diagnéstico das técnicas de Dot-As e Dot-At em
termos de sensibilidade, especificidade e eficiéncia relativa, frente
aos titulos de anticorpos IgG, anti-Trypanosoma cruzi, no estudo de
215 soros de individuos chagésicos e nao chagésicos.
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Figura 5 -~ Curva de eficiéncia relativa das técnicas de IFI-E,
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IFI-A,

Dot-As, Dot-Es e Dot-At para detecgao de anticorpos 1Ig9G, anti-
Trypanosoma cruzi, em 215 soros de individuos chagasicos e nao
chagasicos.
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A pesquisa de anticorpos IgM foi realizada em todas
as amostras estudadas, mas em virtude da predominidncia
destes anticorpos em pacientes com infecgdo chagidsica aguda,
a avaliagdo foi efetuada somente nos pacientes com a forma
aguda da doenga.

Para a detecgdo de anticorpos da classe IgM, os
limiares de reatividade foram: titulo 40 para IFI-E; 160
para IFI-A; 40 para Dot-As e 80 para Dot-At (Figuras 6, 7 e
8).

Para a detecgdo de anticorpos IgA, os limiares de
reatividade foram escolhidos nas regides de maxima
eficiéncia, quais sejam: titulos 5 para IFI-E; 20 para IFI-
A; 5 para DOT-As e DOT-At ( Figuras 10, 11 e 12).

Os dados que compdem estas figuras podem também ser
vistos nas Tabelas e Quadros 1, 2 e 3. do anexo.

Em relagdo aos indices apresentados para anticorpos
IgA, verifica-se que apesar de uma especificidade
satisfatéria, a eficiéncia foi baixa e com valores muito
préximos em todos os testes.

A andlise de varidncia em relagaoc aos anticorpos da
classe IgA ndao demonstrou nenhuma relévancia significativa
entre os pacientes chagésicos, portanto, a anédlise da
eficiéncia destes anticorpos constitui somente objetivo
complementar deste estudo, motivo pelo qual seus resultados

nio devem ser considerados para fins de diagnéstico.
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Figura 8 - Desempenho diagnéstico das técnicas de Dot-As e Dot-At em
termos de sensibilidade, especificidade e eficiéncia relativa, frente
aos titulos de anticorpos IgM, anti-Trypanosoma cruzi, em 105 soros de
individuos chagisicos e ndo chagéisicos.,
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Figura 11

termos de sensibilidade, especificidade e eficiéncia relativa,
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Desempenho diagnéstico das.reagdes de IFI-E e IFI-A em

frente

aos titulos de anticorpos IgA, anti-Trypanosoma cruzi, em 215 soros de
individuos chagasicos e nd3o chagédsicos.
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4. INDICES AVALIADORES DO DESEMPENHO DIAGNOSTICO DAS
TECNICAS DE IFI-E, IFI-A, Dot-As e Dot-At PARA A

DETECCAO DE ANTICORPOS IgG, IgM e IgA.

Apb6s o estabelecimento dos limiares de reatividade,
os indices relativos de sensibilidade, especificidade,
eficiéncia relativa, wvalor ©preditivo positivo, valor
preditivo negativo, falso positivo, falso negativo
encontrados nas técnicas de IFI e Dot-ELISA, para a detecgao
das diferentes classes de anticorpos foram calculados, e
estao ilustrados na Figura 15.

O grafico resume globalmente os resultados, tornando
possivel uma andlise dos indices ao nivel dos limiares de
reatividade estabelecidos, e mostrando que na detecgaoc de
anticorpos IgG todos o8 testes apresentam semelhantes

caracteristicas diagnésticas.

Para detecgdao de anticorpos IgM foram observados

indices relativos maximos para as reagoes de IFI (E e A).

A anidlise de anticorpos da classe IgA mostra que ela
foi pouco detectada nos testes, constatada pelos baixos

indices encontrados.
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5. POSITIVIDADE EM TECNICAS QUALITATIVAS DE IFI (E e A) e

DOT-ELISA (As, At) PARA ANTICORPOS IgG, IgM e IgA

A positividade encontrada para anticorpos IgG, IgM
e IgA nas diferentes técnicas para os diferentes grupos de
individuos (Tabela I) foram expressos em nimeros absolutos e
percentuais, apdés o estabelecimento do limiar de reatividade
para cada teste, isto &, foram considerados positivos, os
soros com reatividade igual ou acima do limiar de
reatividade.

Os anticorpos 1IgG, anti-Trypanosoma cruzi, foram

encontrados em todos os soros de pacientes chagasicos agudos
e crdnicos, com excegdao de um paciente com infecgdo
chagdsica aguda, que ndo apresentou reatividade em DOT-At.
Verificou-se, como esperado, uma alta positividade de
anticorpos IgG nos soros de pacientes com leishmaniose

visceral, com titulos de até 1280,

A presenga dos anticorpos IgM, anti-
Trypanosoma cruzi, foli observada em todos os pacientes com
infecgao chagdsica aguda, em poucos pacientes com infecgédo

crdnica, e raramente em individuos normais
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Tebels II - Positividede das imunoglobulinas [gG, Igh e IgA anti-Trypsnosoma cruzi, observada em 223 soros de
individuos chegdsicos e nBo chagésicos, nas técnicas de IFI e Dot-ELLSA.

Testes Utilizados

IFI-EX* IFI-A% POT-Ask DOT=At®
Formas Clinicas
Ig6 IgH IgA 196 Igh 1gA 1gG 1gM IgA IgG Ign IgA
Doenga de Chagas:
Aguda(X) 100 100 50 100 100 60 100 100 40 90 90 60
€(10/10) (10/10) €05/10) (10/10) €10/10) €06/10) (€10/10) (10/10) (04/10) (09/10 (09/10) (06/10)
Crénica
Indeterminada(%) 100 16 30 100 10 30 100 04 32 100 02 40
(50/50) (0B/50) (15/50) (50/50) (05/50) (15/50) (50/50) (02/50) (16/50) (50/50 (01/50) (20/50)
Crbnica Cardfaca(’%) 100 16 30 100 06 42 100 04 40 100 00 40
(50/50) (0B8/50) {15/50) (50/50) (03/50) (21/50) (50/50) (02/50) (20/50) (50/50) (00/50Q) (20/50)
Crbnica Digestiva(X) 100 40 40 100 10 20 100 00 00 100 10 00
(10/10) (04/10) (04/10) (¢10/10) (01/10) (02/10) (10/10) (0O/10) (00/10) (10/10> (01/10) (00/10)
Normais (%) 00 00 4,2 00 00 4,2 00 5,6 00 00 2,8 7,0
€00/71) (0Q/71) (03/71) (00/71) (00/71) (03/71) (00/71) (04/71) (00/71) <(00/71) (02/71) (05/7%)
Qutras Infec¢des:
Leishmaniose
Visceral (%) 62,5 00 00 62,5 00 25 62,5 12,5 12,5 75 12,5 12,5
(05/08) (00/08) (00/08) (05/08) (00/08) (02/08) (05/08) (01/08) <(01/08) (06/08) (01/08) (01/08)
Febre Reumdtica(X) 25 00 25 00 00 25 00 00 00 00 00 00
(01/04) (00/04) (01/04) <(00/04) (00/04) (01/04) (00/04) (00/04) (00/04) <00/04) (00/04) (00/04)
Sifilis ) 00 00 10 00 00 20 00 00 00 (e9] 00 00
(00/10) (00/10) (01/10) (¢00/10) (00/10) €02/10) <¢00/10) (00/10) (00/10) <00/10) (00/10) €00/10)
L.E.S. (%) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
(00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) €00/05) (00/05) €00/05) <0Q/05) (00Q/05) (00/05) (00/05)
Maldria(%) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
(00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00/05) (00s05) (00/05) (00/05)

XE epimastigota
A amastigota

As antigeno soluvel de amastigota
At antigeno total de amastigota

EITASIEE




Anticorpos IgA foram detectados em pacientes com as
formas agudas da doenga de Chagas, contudo ndo ultrapassando
a 60% por qualquer uma das reagdes aqui analisadas. Em
formas crénicas, esses anticorpos foram também encontrados,
porém em proporgdes menores.

Uma pequena porcentagem de pacientes com febre
reumidtica e sifilis apresentaram baixa reatividade para

anticorpos IgA, pelas técnicas de IFI-E e IFI-A.

72



73

6. NIVEIS DE ANTICORPOS IgG, IgM e IgA DETECTADOS NAS
TECNICAS DE DOT-ELISA COM DIFERENTES TIPOS DE ANT{GENOS

DE TRYPANOSOMA CRUZI.

O nivel de anticorpos IgG, IgM e IgA detectados nas
técnicas de IFI (E e A), Dot-ELISA (As e At) e Dot-ELISA
(Es) no estudo de soros de individuos chagédsicos e nao
chagasicos foi expresso em termos de média geométrica dos
titulos (Tabela II), baseando-se nos dados das Figuras 2, 6
e 10.

Na reagdo de Imunofluorescéncia Indireta com forma

amastigota do Trypanosoma cruzi os niveis de anticorpos IgG,

M e A foram mais elevados quando comparados com os da reagdo
com a forma epimastigota, conforme mostram as Figuras 2, 6,
10 e Tabela II.

Os altos niveis de anticorpos detectados pela IFI-A
indicam a maior reatividade antigénica da forma amastigota
do Trypanosoma cruzi, que parece estar, provavelmente,
expressando epitopos de membrana mais reativos gquando
comparadas com as formas epimastigotas.

Na técnica de Dot-ELISA, com a forma amastigota
(Dot-As, Dot-At) e com a forma epimastigota (Dot-Es) os
niveis de anticorpos IgG foram bastante semelhantes.
Enquanto que para anticorpos da classe IgA, pela Dot-At a
reatividade encontrada foi ligeiramente superior a da Dot-As

(Figuras 2 e 14 e Tabela II).
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Tabela I11 - Média geométrica dos titulos de anticorpos IgG, IgM e IgA, anti-TIrypanosoma cruzi,
obtidos em 215 soros de individuos com diferentes formas clinicas, pelas técnicas de IFI e Dot-ELISA.

Formas clinicas

Testes Chagésicos NSo chagésicos

utilizados Aguda Crdnica Normais  Outras infeccBes
Indeter. Card. Digest. Total Total

(1g6)
IFI-E 75 338 373 170 381 2 3 2,2
IFI-A 520 1245 1575 935 1528 6 9 6,4
Dot-As 422 2705 2560 2720 2280 6 19 7.4
Dot-At 597 3152 377 3980 2907 24 27 23,9
Dot-Es¥ 640 1974 2807 2764 2211 20 20 20
(IgM)
IFI-E 131 3,5 3,4 7 4,8 1 1,5 1,2
IF1-A 452 6 6,8 15 9,4 3,5 3 3,4
Dot-As 298 2 2 2 3,2 2 2 2
Dot-At 221 2 1,5 2 2,5 2 1,5 1,7
(IgA)
IF1-E 8 2 2,3 2,4 3 1 1,5 11
IF1-A 17,5 3 7,7 6,5 5,6 1 2,5 1,5
Pot-As 3 2 2,5 1 2,2 1 1 1
Dot-At 14 2 3 1 2,7 1 1,7 1.3

*UtilizacBo de 68 soros
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7. AVALIAGAO ESTATfSTICA DA CAPACIDADE DISCRIMINATIVA, ENTRE
PACIENTES CHAGASICOS E NAO CHAGASICOS, DAS TECNICAS DE
IFI-A E DOT-ELISA (As, At e Es) EM RELACAO A IFI-E,

ATRAVES DOS NIfVEIS DE ANTICORPOS IgG, IgM e IgA.

A andlise de variadncia foi realizada com a
finalidade de avaliar as diferengas entre os grupos de
individuos estudados quanto aos titulos de anticorpos, a
um nivel de significancia de 5% (p=0,05) e os
resultados por ndao serem paramétricos, foram submetidos
inicialmente a uma andlise de Kruskal-Wallis, que
mostrou diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos.

Realizou-se, no entanto, o teste de andlise de
varidncia paramétrico com o objetivo de determinar os
intervalos de confianga de 95% (p=0,05). Pela amostragem
analisada, verificou-se o nimero de graus de liberdade entre
os grupos (gl,) de 8 e dentro dos grupos (gly) de 206,
estabelecendo-se o valor de 1,94 para F critico (Fc). Como
os resultados desta andlise apresentaram valores maiores gque
1,94 (Tabelas 4, 5, e 6 do anexo), concluimos que houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos

estudados.
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Neste estudo, os titulos obtidos pelas reagdes
estudadas para detecgdo dos anticorpos IgG, IgM e IgA, foram
transformados em log (1 + titulo).

Foram analisados 215 soros distribuidos em grupos de
pacientes chagédsicos (forma aguda e crdnica) e nao
chagdsicos (normais e outras afecgdes), sendo omitidos desta
andlise, os pacientes com leishmaniose visceral.

As médias e intervalos de confianga dos titulos de
anticorpos IgG (Figura 16 e Tabela 4 do anexo), obtidos
pelas técnicas de IFI (E e A) e Dot-ELISA (As, ‘At e Es),
mostram que existem diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos de individuos chagésicos e
ndo chagasicos (p<0,0001).

As médias e intervalos de confianga dos titulos de
anticorpos IgM (Figura 17 e Tabela 5 do anexo), obtidos
pelas técnicas de IFI (E e A) e Dot-ELISA (As e At),
mostram gque houve uma discriminagdo estatisticamente
significativa entre grupos de pacientes com infecgdo
chagdsica aguda dos demais grupos estudados (p<0,0001),
indicando a predomindncia de anticorpos IgM neste grupo .

As médias e intervalos de confianga dos titulos de
anticorpos IgA, obtidos pelas técnicas acima mencionadas
(Figura 18 e Tabela 6 do anexo), mostram que nado houve
diferengas estatisticamente signficativas entre grupo de
pacientes chagdsicos dos demais grupos estudados, apesar da
maior dispersdo verificada no grupo de pacientes com

infecgao chagéasica aguda.
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Figura 16 - Médias e intervalos de 95% de confianga dos titulos
transformados em log (1 + titulo) de anticorpos 1IgG anti-
Trypanosoma cruzi, obtidos em 215 soros de individuos chagésicos e néo
chagasicos, pelas técnicas de IFI e Dot-ELISA.
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Figura 17 - Médias e intervalos de 95% de confianga dos titulos
transformados em log (1 + titulo) de anticorpos IgM anti-
Trvypanosoma cruzi, obtidos em 215 soros de individuos chagasicos e néo
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Figura 18 - Médias e intervalos de 95% de confianga dos titulos
transformados em log (1 + titulo) de anticorpos IgA anti-
Trypanosoma cruzi, obtidos em 215 soros de individuos chagdsicos e néo
chagasicos, pelas técnicas de IFI e Dot-ELISA.
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8. CORRELAGAO ENTRE 08 TfTULOS DE ANTICORPOS OBSERVADOS NAS

TECNICAS DE IFI e DOT-ELISA.

A partir dos coeficientes da correlagdo linear de
Pearson, resultantes das possiveis combinagdes entre os
testes empregados para a detecgdo dos anticorpos IgG, IgM e
IgA, em 215 soros de individuos chagdsicos e nao chagéasicos,
(Tabelas 7, 8 e 9 do anexo), foram obtidos os valores de r
(raiz quadrada do coeficiente de correlagdo).

Pelo teste t de Student, foi verificado se havia
dependéncia ou nac dos valores de Y (titulo dos
anticorpos na reagdao A) em fungdo de X (titulo dos
anticorpos na reagd3o B). Estes valores sdo considerados
significativos quando o t observado (t,) for igual ou maior
que o t critico (t.) consultado em tabela estatistica.

Pela anilise de regressdo linear, foi possivel obter
as curvas resultantes da interpolagiao dos titulos entre os
testes. As curvas de regressao linear sao representadas por
equagdes que possibilitam a estimativa dos titulos de Y, a

partir dos titulos de X.
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Os coeficientes de correlagdo obtidos entre titulos
de anticorpos IgG oscilaram de +0,9518 a +0,9066 (Tabela 7

do anexo), sendo classificados como correlagdo positiva

forte. Os valores de r e da equagdao da reta de regresséo,

assim como os valores de t observado (to), encontram-se a

seguir relacionados:

Teste

IFI-E x IFI-A
IFI-A x DOT-As
DOT-Asx DOT-At
IFI-A x DOT-At
IFI-E x DOT-At

IFI-E x DOT-As

(Sendo t, = 1,96;

DOT-Asx DOT-Es

(Sendo t, = 1,98;

+0,9060
+0,8977
+0,8770
+0,8729
+0,8469
+0,8456

+0,8220

45,3
43,2
38,9
38,2
34,3
34,1

g.l. 213; p<0,00001)

17,4

Equagao da

K K M K

Y

0,54
0,06
0,78
0,74
1,16
0,60

g.l. 66; p<0,00001)

+

+

+ + +

reta

1,00
1,05
0,77
0,86
0,90

MoK X K X X

1,08

1,03 X

As curvas de regressdao linear, obtidas entre titulos

de anticorpos

IgG anti-Trypanosoma cruzi,

representadas na Figura 19.

estao
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Figura 19 - Curva da regressdo linear entre titulos de anticorpos IgG,
anti-Trypanosoma_ cruzi, obtidos em 215 soros de individuos chagdsicos
e nao chagasicos pelas técnicas de IFI e Dot-ELISA.
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Os coeficientes de correlagao, obtidos entre titulos
de anticorpos IgM, foram melhores entre IFI-E e IFI-A e
entre DOT-As e DOT-At (Tabela 8 do anexo). Os valores de r
e da equagdoc da reta, assim como os valores de t,,

encontram-se a seguir relacionados.

Teste r to Equagao da reta
IFI-E x IFI-A +0,5553 16,31 Y =0,38 + 0,93 X
DOT-Atx DOT-As +0,4581 13,41 Y=20,18 + 0,65 X
DOT-Atx IFI-A  +0,3012 9,58 Y =0,55+ 0,69 X
IFI-E x DOT-At +0,2988 9,52 Y =0,09 + 0,54 X
IFI-E x DOT-As +0,2864 9,24 Y =0,18 + 0,51 X
IFI-A x DOT-As +0,2177 7,69 Y=20,12 + 0,36 X

(Sendo t.= 1,96; g.l. 213; p<0,00001)

As curvas de regressdo linear das correlagdes

obtidas entre titulos de anticorpos IgM anti-

Trypanosoma cruzi, encontram-se na Figura 20.






Os coeficientes de correlagdao, obtidos entre titulos
de anticorpos IgA, foram melhores entre DOT-As e DOT-At e
entre DOT-As e IFI-A (Tabela 9 do amexo). Os valores de r e
da equagdoco da reta, assim como os valores de t,, estdo a

seguir relacionados.

Teste ' r to Equagao da reta

IFI-E x IFI-A +0,2680 8,82 Y =0,32 0,75 X

DOT-Atx IFI-A +0,2465 8,34 Y =20,31 0,66 X

IFI-E x DOT-As +0,0830 4,56 Y =0,12 + 0,25 X

DOT-Atx IFI-E +0,0841 4,42 Y = 0,15 0,26 X
(Sendo t, = 1,96; g.1. 213; p<0,00002)

As curvas de regressdo linear das correlagdes

obtidas entre titulos de anticorpos IgA anti-

Trypancsoma cruzi, podem ser observadas na Figura 21.
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Figura 21 - Curva da regressdo linear entre titulos de anticorpos IgA,
anti-Trypanosoma cruzi, obtidos em 215 soros de individuos chagédsicos
e ndo chagdsicos pelas técnicas de IFI e Dot~ELISA,
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9. REPRODUTIBILIDADE DA TECNICA DE DOT-ELISA (Dot-As)

O estudo da reprodutibilidade intra-teste e inter-
teste da técnica de Dot-ELISA foi efetuado para determinar
as variabilidades due pudessem ocorrer durante o
desenvolvimento do nosso trabalho.

A verificagdao da reprodutibilidade intra-teste foi
feita baseando-se nos resultados obtidos em 5 membranas
testadas no mesmo dia, e a reprodutibilidade inter-teste, em
20 membranas, testadas em 5 dias diferentes, com 2 partidas
diferentes de antigeno As.

O limiar de confiabilidade estabelecido tanto para
o8 ensaios intra-testes como para os inter-testes foi
determinado pela média dos desvios-padriao obtidos de 50
testes realizados com soros-padrao positivo e negativo.

Os desvios médios de 0,894 e 0,632 foram obtidos
para os ensaios intra-testes e de 1,0 a 0 nos ensaios inter-
testes, respectivamente para soros positivos e negativos.

Estes estudos mostraram que a reprodutibilidade das
reagdes pode ser observada no mesmo dia, como em dias
diferentes, pois todos os desvios-padrdaoc obtidos encontram-
gse abaixo do limiar de confiabilidade estipulado, como
mostra a Figura 22.

As Tabelas 10 e 11 do anexo, apresentam os dados gque

correspondem a este estudo.
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Figura 22 - Reprodutibilidade intra-teste e inter-teste da técnica de
Dot-As na detecgdo de anticorpos da classe 1gG.
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10. ESTABILIDADE DOS ANTIGENOS EM MEMBRANA DE NITROCELULOSE

NA TECNICA DE DOT-ELISA.

O estudo da estabilidade consistiu em se verificar
mensalmente a reatividade dos antigenos (As e At) aplicados
na membrana de nitrocelulose e conservadas a 4 °C e
a =70°C, wutilizando-se os soros controles positivo e
negativo em quadruplicata. Os resultados expressos em média
geométrica dos titulos (MGT) foram comparados com a MGT dos
soros-padrao.

O antigeno As manteve sua reatividade inalterada por
até 8 meses, tanto a 4°C como a ~70°C (Figura 23 A). O
antigeno At apresentou reagdes com pontos de coloragao
heterogéneos, a partir do primeiro més, sem contudo,
demonstrar alteragdes dos resultados em titulos
(Figura 23 B).

Os dados obtidos nesta andlise estdo expressos na

Tabelas 12 e 13 do anexo.
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Figura 23
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As Figura; 24 B e B’ mostram que had predomindncia do
reconhecimento de polipeptideos acima de 43 kDa para os
antigenos preparados com a forma epimastigota (Es), e abaixo
de 43 kDa para os antigenos da forma amastigota (As), para
os mesmos 8soros chagdsicos crdnicos na detecgdo de
anticorpos da <classe IgG (linhas b-f). Comportamento
semelhante foi verificado com o soro de paciente chagasico
agudo, embora o seu reconhecimento fosse menos complexo
(1linha a).

Os soros negativos nao reconhecem nenhum
polipeptideo com estes antigenos: Figura B ( g-i) e
Figura B’ (g-h).

Os polipeptideos dos antigenos de amastigotas (At e
As) sdo mais facilmente reconhecidos por anticorpos da
classe IgM dos soros de pacientes chagasicos na fase aquda,

do que quando utilizamos extratos da forma epimastigota do

Trypanosoma cruzi.
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TABELA 1 - valeores relativos de sensibilidade, especificidade , eficidncia, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo, falso positivo e falso negativo, de acordo com o limiar de
reatividade estabelecido para detecqlio de anticorpos IgG, anti-T.cruzi, nas técnicas de IF1
e Dot-ELISA.

fndice 1F1-E¥ 1F1-A* Dot-As” pot-at’

Limiar de Reatividade 20 80 160 160

(Titulo)

Sensibi lidade(X) 100 100 100 99,1

(120/120) (120/120) (120/120) (119/120)

Especificidade(X) 100 100 100 100
(95/95) (95/95) (95/95) (95/95)

Eficigncia(X) 100 100 100 99,5

Valor preditivo
Positivo(X) 100 100 100 100

valor preditivo

Negativo(¥%) 100 100 100 98,9
Falso-Positivo(X) 0 0 0 0
Falso-Negativo(X) o] 0 0 1

*E epimastigota, A amastigota, As antigeno solivel de amastigota e At antigeno total de amastigota









Tabela 4 - Médias e intervalos com 95X de confianca dos titulos de anticorpos 1gG,
codificados em Llog(1 + titulo), obtidos em 215 soros de

pelas técnicas de IFI e Dot-ELISA.
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anti-T. cruzi,

individuos com diferentes formas clinicas,

Formas clinicas Técnicas
IFI-E(1gG) IFI-ACIgG) Dot-As(1gG) Dot-At(IgG)
DOENCA DE CHAGAS
Aguda 1,812 2,625 2,565 2,745

Crénica indeterminada

Crénica cardiaca

Crdnica digestiva

NORMAIS

OUTRAS INFECGOES

Febre reumitica

sifilis

Doenca auto-imune

(1,595 — 2,029

2,529
(2,432 — 2,626)

2,565
(2,468 — 2,662)

2,204
(1,987 — 2,420)

0,334
(0,253 — 0,416)

0,250
(-0,092 — 0,592)

0,339
0,122 — 0,556)

0,279
(-0,027 — 0,586)

(2,423 — 2,827)

3,089
(2,998 — 3,179)

3,209
(3,119 — 3,299

2,986
(2,784 — 3,188)

0,765
(0,689 — 0,840)

0,900
(0,581 — 1,219

0,830
(0,628 — 1,031

1,060
(0,774 — 1,345)

(2,325 — 2,804)

3,438
(3,331 — 3,545)

3,420
(3,313 — 3,527)

3,438
(3,198 — 3,670

0,737
0,647 — 0,827

1,225
0,847 — 1,604)

1,361
(1,121 — 1,600)

1,602
(0,441 — 1,119

(2,547 — 2,944)

3,498
(3,409 — 3,587)

3,540
(3,451 — 3,629

3,618
(3,420 — 3,817)

1,363
(1,288 — 1,437

1,225
(0,912 — 1,539

1,51
1,313 — 1,710

1,481
{1,080 — 1,641)

Msléaria 0,679 1,060 1,602 1,481
(0,372 — 0,986) 0,776 — 1,345) (1,260 — 1,940) (1,200 — 1,762)
Fobservado= 250,89 para IFI-E; 334,47 para IFI-A; 289,36 para Dot-As e 292,06 pars Dot-At; sendo

Ferstico™

= 1,94 para gl =8 e gl = 206; p < 0,0001.






Tabela 6 - Médias e intervalos com 95% de confian¢a dos titulos de santicorpos IgA,
log{1 + titulo),
pelas técnicas de 1FI e Dot-ELISA,

codificados em
clinicas,

obtidos em

215 soros de 1individuos com
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anti-T. cruzi,
diferentes formas

Formas clinicas Técnicas
IFI-E(IgA) IFI-ACIgA) bot-As{IgA) Dot-At(IgA)
DOENCA DE CHAGAS
Aguda 0,801 1,141 0,520 1,141

crénica indeterminada

Crdnica cardfaca

Crdnica digestiva

NORMAIS

OUTRAS INFECGOES

Febre reumética

Sitilis

Doen¢a auto-imune

Maléria

(0,493 — 1,108)

0,286
(0,148 — 0,423)

0,368
{0,230 — 0,506)

0,430
(0,122 — 0,737}

0,014
(-0,101 — 0,129)

0,250
(-0,236 — 0,736)

0,100
(-0,207 — 0,407)

0
(-0,435 — 0,435)

0
(-0,435 — 0,435)

(0,701 — 1,582)

0,520
(0,323 — 0,77

0,839
0,692 — 1,086)

0,760
(0,319 — 1,200

0,125
{-0,039 — 0,290)

0,325
(-0,3711 — 1,021

0,560
(0,119 — 1,000)

0,400
(0,222 — 1,022}

0
(-0,622 — 0,622)

(0,256 — 0,784)

0,326
{0,208 — 0,444)

0,372
(0,254 — 0,490

0
(-0,263 — 0,263)

0
(-0,098 — 0,098

0
(-0,416 — 0,416)

0
(-0,263 — Q,263)

0
(-0,372 — 0,372)

o
{-0,372 — 0,372}

{0,819 — 1,464)

0,328
(0,183 — 0,472)

0,478
(0,334 — 0,622)

0
(-0,322 — 0,322)

0,050
(-0,070 — 0,171)

0,325
(-0,184 — 0,835)

0
(-0,322 — 0,322)

0,520
(0,064 — 0,976}

0
(-0,456 — 0,456)

Fob:’.er\.fado
Fo.',riti'::o

= 1,94 para gle=8 ° gld= 206; p < 0,0001.

= 4,5 para 1FI-E; 5,9 para IFI-A; 5,2 para Dot-As e 7,2 para Dot-At; sendo



Tabela 7 ~ coeficiente de correlagSo entre os titulos de anticorpos Ig6
anti-Trypanosoms cruzi, obtidos pelas técnicas de IFI-E, IFI-A, Dot-As e

Dot-At, em 215 soros de pacientes chagésicos e n¥o chagésicos.

Técnicas IFI-E IFI-A Dot-As Dot-At
IFI-E 1,0000 0,9518 0,9196 0,9202
IFI-A G,9518 1,0000 0,9475 0,9343
Dot-As 0,9196 0,9475 1,0000 G,9365
Dot-At 0,9202 0,9343 0,93465 1,0000

Tabela 8 - Coeficiente de correlaglo entre os titulos de anticorpos IgM
anti-Trypanosoma cruzi, obtidos pelas técnicas de IFI-E, IFI-A, Dot-As e

Dot-At, em 215 soros de pacientes chagédsicos e nSo chagdsicos.

Técnicas IFI-E IF1-A Dot-As Dot-At
IFI-E 1,0000 0,7452 0,5352 0,5466
IFI-A 0,7452 1,0000 0,4666 0,5488
Dot-As 0,5352 0,4666 1,0000 0,6768
Dot-At 0,5466 0,5488 0,6748 1,0000

Tabela 9-Coeficiente de correlacfo entre os titulos de anticorpos 1gA anti-
Trypanosoma cruzi, obtidos pelas técnicas de IFI-E, IFI-A, Dot-As e Dot-At

em 215 soros de pacientes chagésicos e nSio chagésicos.

Técnicas IF1-E IFI-A Dot-As Dot=At
IFI-E 1,0000 0,5176 0,2988 0,2900
IFI-A 0,5176 1,0000 0,5249 0,4945
Dot-As C,2988 0,5249 1,0000 0,5928
Dot-At 0,2900 0,4965 0,5928 1,0000

g1aLinitne

faculdade de CiEReias farmacuticas
1.1 .aanidnda de QA0 Paule
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Tabela 11 ~ Reprodutibilidade inter-teste verificada na detecglo de anticorpos IgG, anti-

Trypanosoma cruzi, pela técnica de Dot-As.

DIAS
SOROS
1 2 3 4 5
Padr8o positivo® 5120 2560 5120 2560 5120
5120 2560 2560 2560 5120
5120 2560 2560 2560 2560
5120 2560 1280 2560 2560
Desvio Padrdo médio 1,0 0 0,71 0 0,7
Padrdo negativo’ 20 ., 2 20 20 40
40 20 20 20 40
20 20 10 20 20
20 20 10 40 20
Desvio PadrBo médio 0,5 0 0,7 0,5 0,M

*SOPO Padr8o positivo - 2560
soro Padrfio negativo - 20
¥ desvio médio padrfo (d.m.p.)= 0,47
limiar de confiabilidade (2,2 x d.m.p.)= 1,034
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Tabela 12 - Estabilidade verificada com o antfgeno soldvel (As)
da forma amastigota do Trypanosoma cruzi, na detecgSo de
anticorpos IgG pela técnica de Dot-As.

Soro Padr8o Pos{ tivo* Soro Padrlo*;vtegativo*
MGT HGT
Tempo Temperatura Temperatura
(meses) 5% -70% °c -70%
1 2560 2560 20 20
2 5120 4305 40 40
3 2152 2560 20 16,8
4 2560 2152 20 16,8
5 2152 2560 16,8 20
é 2560 3044 20 16,8
7 3044 2152 20 20
8 2560 2560 20 20

*:HGT - Média Geométrica dos Titulos
MGT do Soro PadrSo positivo - 2560
kHGT do Soro Padrfc negativo - 20
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Quadro 2 -

obtidos para o chleulo

106

dos 1indices

avaliadores das téecnicas de IF1 e Dot-ELISA para detec¢lo de
anticorpos da classe M

IFI-E Positivo Negativo Total
Reagente 10 0 10
N&o reagente 0 95 95
Total 10 95 105

1FI-A Positivo Negativo Total
Reagente 10 0 10
N3o reagente 0] 95 95
Total 10 95 105

Dot-As Positivo Negativo Total
Reagente 10 0 10
N&o reagente 4 bl 95
Total 10 N 105

Dot-At Positivo " Negativo Total
Reagente 9 1 10
N8o reagente 2 93 95
Total 1 %4 105




Quadro 3 -

obtidos para © célculo

dos indices

avaliadores das técnicas de IF1 e Dot-ELISA para detecclo de
anticorpos da classe A

IFI-E Positivo Negativo Total
Reagente 39 81 120
N&o reagente 6 89 95
Total 45 170 215

IFI-A Positivo Negativo Total
Reagente &4 76 120
N3o reagente é 89 95
Total 50 165 215

Dot-As Positivo Negative Total
Reagente 40 80 120
NSo reagente 0 95 95
Total 40 175 215

Dot-At Positivo Negativo Total
Reagente 46 74 120
N&o reagente 5 90 95
Total 51 164 215
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DISCUSSAO

A necessidade de técnicas imunolégicas que
diagnostiquem com seguranga e rapidez a doenga de Chagas e
que possam ser facilmente implantadas em bancos de sangue se
torna premente, quando se analisa o aumento significativo
das infecgdes transmitidas por transfusdes sanguineas (DIAS
& BRENER, 1984).

A Organizagdo Mundial de Satide preocupada com este
problema vem apoiando e estimulando pesquisas para o
desenvolvimento de novas técnicas imunodiagnésticas. Neste
contexto, efetuamos a avaliagdo da técnica de Dot-ELISA em
paralelo com a de IFI, onde foram empregadas formas

amastigotas do Trypanosoma cruzi obtidas de cultivo celular.

Na etapa anterior a avaliagdo propriamente dita das
duas técnicas referidas correspondente & de padronizagdo, o
estabelecimento dos respectivos limiares de reatividade
foram de primordial importéncia.

A padronizagao da técnica de IFI foi relativamente
facil por termos baseado nos testes convencionais, ao
contririo da Dot-ELISA que exigiu entre outros fatores, a

averiguag@o de diferentes tipos de antigenos.,
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Resultados satisfatérios puderam ser obtidos na
técnica imuncenzimiatica com antigenos de amastigota e
epimastigota solubilizados por hidrélise alcalina, aqui
denominados respectivamente, de Dot-As e Dot-Es.

Antigeno de epimastigota assim preparado foi
reportado como sendo est&vel por HOSHINO-SHIMIZU et alii
(1978), para reagdo de hemaglutinagdo passiva. Igualmente
LISSALDO (1988), ao testar este mesmo antigeno em Dot-ELISA
verificou que o antigeno era estavel e os resultados,
superiores em relagido aos demais extratos antigénicos
estudados.

O tratamento dos antigenos por Aalcalis clivaria as
moléculas em polipeptideos menores, selecionando aqueles
mais resistentes ao pH alcalino e com epitopos mais reativos
para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi. O antigeno, apés
breve centrifugagdo, nd3oc foi submetido a posterior
purificagdo ou separagido, portanto o extrato antigénico
estudado & complexo.

Quanto aos antigenos 1lisados com detergentes
anidnico SDS e ndo iénico NP-40, os resultados nao foram
como esperados, pois ambos forneceram padrdes de coloragido
irregular, de dificil interpretagdo, embora a literatura
cite estes detergentes como sendo bons agentes
solubilizantes de diferentes antigenos.

Baixa sensibilidade foi obtida em Dot-ELISA quando
os antigénos foram lisados com o detergente aniénico DOC,

mesmo variando-se suas concentragdes. Este detergente
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conferiu aos antigenos uma viscosidade alta, tornando
dificil a adsorgio dos mesmos na membrana de nitrocelulose.
Fato semelhante foi observado por SNARY et alii (1981),
quando utilizaram DocC para remogao de proteinas
inespecificas, durante a purificagao da glicoproteina de
72 kDa. A explicagdo dada por estes autores foi a de que
DOC promoveria a degradagdo proteolitica e a liberagdo de
DNA nuclear durante a solubilizagdo que tornava o meio
bastante viscoso.

O antigeno bruto aqui ensaiado s8ocb a forma
fragmentada por ultrasonicag¢do na Dot-At forneceu resultados
equivalentes aos da Dot-As. Desta forma, o antigeno As foi
preferido baseando-se na sua estabilidade por um periodo de
pelo menos 8 meses, como mencionaremos mais adiante. Assim
ficou caracterizado que o antigeno As que & de preparo
fadcil, econdmico e estavel viria de encontro as necessidades

dos paises em desenvolvimento.

Os limiares de reatividade foram determinados para
cada tipo de reag3o sorolégica com seus respectivos
antigenos, na detecgdo de anticorpos das classes IgG, IgM e
IgA em diferentes formas clinicas da doenga de Chagas, com o
intuito de obter a maxima discriminagdo entre chagdsicos e
nido chagédsicos, bem como entre as diferentes formas clinicas

da doenga.
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Na pesquisa de anticorpos IgG (Figuras 2 e 14) em
215 amostras de soros de pacientes chagdsicos e ndo
chagédsicos (Tabela I de Materiais e Métodos), os limiares
para as técnicas de IFI e Dot-ELISA foram diferentes
(Tabela 8), sendo de 20 e 80 para IFI-E e IFI-A,
respectivamente, e de 160, tanto para Dot-As e Dot-At. Os
limiares de reatividade estipulados para IFI-A e Dot-As
forneceram 100% de eficiéncia relativa, discriminando
individuos chagdsicos e ndo chagasicos, desde gque exclufdos
os casos de leishmaniose.

Quanto & reatividade de amastigota na IFI, expressa
em termos de média geométrica dos titulos (Tabela II), foi 4
vezes superior a de epimastigota na mesma reagao.

Estes dados indicam a maior reatividade das formas
amastigotas, provavelmente, devido a epitopos de membrana ou
epitopos cripticos durante a formolizagdo dos parasitas. A
evidéncia da maior reatividade dos antigenos de membrana da
forma amastigota de cultivo foi previamente mostrada por
ARAGJO & REMINGTON (198la) quando as formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas do Trypanosoma cruzi foram
marcadas com iddo radicativo e imunoprecipitadas com soros
de pacientes chagdsicos crénicos. A forte reatividade da

forma amastigota com soros de pacientes chagdsicos crdnicos
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foi atribuida a presenga de uma glicoproteina de 70-84 kDa,
também denominada de Ssp-4, por ANDREWS et alii (1989),
tendo caracteristicas semelhantes a de 83 kDa descrita por
PAN et alii (1989). Desconhece-se entretanto se esta alta
reatividade ocorreria com soros de pacientes com doenga de
Chagas na fase aguda.

De um modo geral, independentemente da procedéncia
de amastigota, se "in vivo" ou "in vitro", as glicoproteinas
acima referidas parecem conferir a alta reatividade como
verificado por diferentes autores (CERISOLA et alii, 1971;
COSSIO et alii, 1983, 1985; ARAGJO & GUPTILL, 1984; e
PRIMAVERA et alii, 1990).

Na detecgdo de anticorpos IgG empregando a técnica
de Dot-At, Dot-As e Dot-Es, os dados em MGT foram bastante
similares (aproximadamente de  2200), contudo quando
comparados com os de IFI-E (Tabela II), eram 5,5 vezes
superiores.

E interessante notar que na IFI onde apenas os
antigenos de membrana sdo considerados, diferengas
significativas de reatividade sd3o verificadas entre
epimastigota e amastigota. No entanto, esta diferenga de
reatividade entre as formas desaparece gquando os extratos

antigénicos destas formas sd3o utilizados em Dot-ELISA.
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Os tripanosomatideos sdo filogeneticamente préximos
possuindo moléculas imunologicamente semelhantes. Alguns
autores (AFCHAIN et alii, 1979) calculam Iindices de
homologia para antigenos soliveis de Trypangsoma cruzi com
Trypanosoma rangeli de 60%, com Trypanosoma brucei de 40% e

com Leishmania mexicana e donovani de 30%. Razao pela qual
CAMARGO & HOSHINO~SHIMIZU (1974), quando compararam as
técnicas de IFI e Hemaglutinagdo passiva, encontraram
positividade de 41% em pacientes <com leishmaniose
tegumentar, embora esta positividade seja menor do que a

daquela aqui observada.

Na detecgdo de anticorpos da classe IgM (Figuras 6,
7 e 8), os limiares de reatividade encontrados para IFI-A e
IFI-E foram 160 e 40, respectivamente; ao passo que para
Dot-As e Dot-At, 40 e 80, respectivamente.

A reatividade apresentada por amastigotas na técnica
de IFI foi 2 vezes maior do que a das formas epimastigotas
(Tabela II), analogamente a detecgdo de anticorpos IgG.

A avaliagaoc realizada em 4 técnicas aqui estudadas
indicou que a sensibilidade e a especificidade sao
semelhantes para o diagnéstico da forma aguda da doenga de
Chagas, desde que as formas crénicas fossem excluidas para a
andlise. Assim, os anticorpos IgM foram detectados em todos
os pacientes com infecgdo chagdsica aguda, nas técnicas
sorolégicas em estudo, com excegdo da Dot-At (90%). Nos

casos cronicos da doenga de Chagas, estes anticorpos foram
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detectados principalmente pelas técnicas de IFI, porém em
nimero muito reduzido nas de Dot-As e Dot-At. Estes
anticorpos sdoc considerados marcadores imunolégicos da
doenga de Chagas, e foram relevados inicialmente por MUNIZ
(1947), e a seguir por PELLEGRINO (1956), sendo confirmados
por CAMARGO & LESER (1974) e BHOSHINO-SHIMIZU et alii (1978).

Possiveis fatores interferentes na detecgdo de IgM,
como por exemplo fator reumatéide, foram removidos pela
absorgdao dos soros com gama globulina agregada (CAMARGO et
alii, 1972). Portanto o8 nossos resultados positivos
observados em formas crdnicas da doenga de Chagas sugerem
que os pacientes poderiam estar no inicio da fase crénica, o
que explicaria os titulos baixos de anticorpos IgM
detectados. Por outro lado, é também possivel que, na fase
crdnica, anticorpos IgM estejam presentes em alguns casos.

Os anticorpos IgM foram também encontrados na
leishmaniose visceral, somente nas técnicas de Dot-As e Dot~
At. Provavelmente, esta reagao cruzada pode ou nado decorrer
dos referidos anticorpos anti-galactosil (alfa 1-3) manose
encontrados tanto na doenga de Chagas como nas leishmanioses
(AVILA et alii, 1990).

Para o diagnéstico de infecgiao chagdsica aguda, o
emprego de antigenos polissacaridicos das formas
epimastigotas do Trypanosoma cruzi é conhecido desde 1947
(MUNIZ), que foi em 1956 confirmado por PELLEGRINO et alii,
na reagido de precipitagdo "in vitro". Além disso, HOSHINO-

SHIMIZU et alii (1978) verificaram que componentes
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A literatura sobre a detecgdo de anticorpos da
classe IgA, na infecgdo chagdsica, é muito pobre. No
entanto, em outras parasitoses a sua presenga esté
geralmente associada com a fase inicial da doenga (KANAMURA
et alii, 1979; SHAW & LAINSON, 1981; TURUNEN et alii, 1983;
e PRIMAVERA et alii, 1990).

Os nossos achados quanto aos anticorpos IgA
confirmam os achados desses autores, pois na fase aquda,
seus titulos foram mais elevados nas técnicas de IFI-E, IFI-
A e Dot-At, Por estas mesmas técnicas, uma pequena
porcentagem de individuos normais, assim como alguns
pacientes com febre reumidtica e sifilis reagiram em baixos
titulos. Mais uma vez, estes resultados sugerem a
existéncia de reagdo cruzada entre componentes da superficie
do parasita e de outros agentes infectantes. Este aspecto
constituird assunto de nossas investigagdes futuras.

Nas formas <crénicas digestivas de pacientes
chagisicos, SA-FERREIRA et alii (1983) encontraram
imunoglobulinas A em niveis mais elevados pela técnica de
imunodifusdo radial de Mancini, contudo correlagiao entre
anticorpos 1IgA, anti-epimastigota, e estes niveis de
imunoglobulinas A totais ndo péde ser verificada.

. Recentemente, PRIMAVERA et alii (1990), estudando
comparativamente os antigenos das formas epimastigota,
tripomastigota e amastigota na técnica de IFI-IgA,

observaram baixa eficiéncia dos antigenos de epimastigota e
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tripomastigota. Amastigotas, no entanto, forneceram
resultados supreendentes, demonstrando a existéncia de
correlagdao positiva entre anticorpos IgA e forma crénica
digestiva da doenga de Chagas.

Os nossos resultados mostram a inexisténcia desta
correlagao, que poderia ser atribuida ao fato de que os
amastigotas de cultivo possam ser antigenicamente diferentes
das amastigotas obtidas de animais infectados. Todavia,
devemos levar em consideragd@o que o grupo de pacientes aqui
estudado e classificado clinicamente como sendo chagédsico
crénico com forma digestiva, por ndo ter sido avaliado
radiologicamente, mas apenas baseado em sintomas de
distdrbios digestivos, os resultados obtidos nd3o poderiam
ser comparados.

Os anticorpos da classe IgA apresentaram também
baixa eficiéncia diagnéstica, quando submetidos & anAlise de
varidncia (Figura 18).

Durante a fase de padronizagdo para detecgdo de
anticorpos IgA em Dot-ELISA, cuidados foram tomados para que
eventuais imunoglobulinas A do leite, empregado como
bloqueador dos sitios ativos na membrana de nitrocelulose,
pudessem interferir na reagdo. Contudo, a tal interferéncia
nio foi observada, e portanto, o leite que & um produto
econdmico foi empregado durante todo o periodo do presente

trabalho.
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A anédlise de correlagiao entre os niveis de
anticorpos obtidos, nas diferentes técnicas aqui estudadas,
permite o controle de uma técnica em relagdo & outra. Desta
forma, na detecgido de anticorpos IgG (Figura 19), alta
correlagao positiva foi encontrada entre IFI-A e IFI-E,
sequida de Dot-As e IFI-A; embora nas outras associagdes de
técnicas, as correlagdes fossem também altas, cujos indices
ndo sendo inferiores a 0,8456.

Para a detecgdac de anticorpos IgM, alta correlagéao
foi obtida entre IFI-A e IFI-E; enquanto que para os
anticorpos IgA, Dot-At e Dot-As (Figuras 20 e 21).

Levando-se em consideragdo o fato de que a maioria
dos laboratérios para o sorodiagnéstico da infecgao
chagasica apoia nos resultados de pelo menos duas técnicas
soroldégicas, as retas de regressdo poderao prestar auxilio
inestimavel para o controle e fiscalizagd&o de uma técnica
mediante a observagdo de titulos fornecidos por uma outra.

A reprodutibilidade dos testes de Dot-ELISA é
referida por varios autores, porém na&o apreseﬁtam dados
concretos como no presente trabalho, onde ensaios inter e
intra-testes foram realizados.

Ademais, nas nossas condigdes de trabalho, a
estabilidade do antigeno As em membrana de nitrocelulose foi
de pelo menos 8 meses a 4 °C, sem perda da sua reatividade.
Esta estabilidade & compativel com a de outros autores,

porém a determinagdao exata da vida média deste antigeno
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Nos grandes laborat6rios onde normalmente se executa
a IFI-E, formas amastigotas de cultivo celular sido possiveis
de serem introduzidas como antigeno alternativo as formas
epimastigotas do Trypanosoma cruzi, em vista da sua alta
reatividade.

Dot-As demonstrou preencher a maioria das
caracteristicas esperadas de uma técnica de boa qualidade,
sendo o prazo para obtengaoc de resultados comparavel ao da
imunofluorescéncia convencional, desde que a membrana ja
bloqueada seja conservada com o antigeno, conforme aqui
padronizado. Esta técnica apresenta vantagem, a seu favor,
por ndo necessitar de nenhum equipamento, nem pessoal
especializado, pois a leitura das reagdes & muito £facil,
devido a nitida diferenga entre aquelas positivas (coloragdo
violacea), e as negativas (auséncia completa de coloragdo).

Portanto, parece-nos que esta técnica teria
utilidade na triagem de infecgdo chagdsica em bancos de

sangue, bem como no diagnéstico de rotina em centros de

POuUcCos recursos.
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CONCLUSOES

- A padronizagdo e avaliagdo das técnicas de IFI e

Dot-ELISA, utilizando antigenos da forma amastigota do
Trypanoscma cruzi, possibilitaram as seguintes

observagdes:

- Presenga de anticorpos IgG anti-Trypanosoma cruzi em

todas as formas clinicas da doenga de Chagas, com altos

indices de sensibilidade, especificidade e eficiéncia;

- Predomindncia de anticorpos IgM anti-Trypanosoma cruzi

na fase aguda da doenga de Chagas, assim como a presenga

de anticorpos IgA anti-Trypanosoma cruzi em alguns

pacientes nesta mesma forma clinica.

A avaliagdo das técnicas de IFI e Dot-ELISA, utilizando
antigenos, tanto de formas amastigotas <como de
epimastigotas para finalidades diagnésticas, apresentou

como principais aspectos:

- Altos indices relativos de sensibilidade,
especificidade e eficiéncia para IFI e Dot-ELISA com
antigenos da forma amastigota, quando comparados aos de

IFI com a forma epimastigota;
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-~ Semelhanga no desempenho diagnéstico e na reatividade
antigénica de Dot-As e Dot-Es, na detecglo de anticbrpos

IgG anti-Trypanosoma cruzi;

- Alto grau de reatividade antigénica da forma

amastigota em relagdo a forma epimastigota na IFI;

- Correlagdo positiva entre titulos de anticorpos IgG,

IgM e IgA anti-Trypanosoma cruzi;

- As vantagens guanto aos aspectos de praticidade,
reprodutibilidade e estabilidade, recomendam a
utilizagdo de Dot-As para triagem de chagasicos, mesmo

em laboratério de poucos recursos.

A caracterizagdo preliminar dos antigenos utilizados nas

técnicas permitiram as sequintes verificagdes:

- Reconhecimento de numerosos polipeptideos tanto com
antigenos totais, como soliveis das formas epimastigotas
e amastigotas por soros de pacientes chagédsicos
crénicos, e em menor complexidade com soros de pacientes

com infecgdo chagidsica aguda.
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- Diferengas de reconhecimento existente entre os
antigenos soliveis das formas epimastigota e amastigota,
apesar de ambos terem demonstrado comportamento similar

na Dot-ELISA.



RESUMO
As formas do frypanosoma cruzi obtidas do

sobrenadante de cultivo de células LLC-MK, foram
investigadas como antfigenos nas técnicas de IFI e Dot-ELISA,
para a detecgao de anticorpos IgG, IgM e IgA, no diagnéstico
da doenga de Chagas. Um total de 223 soros de pacientes
chagdsicos e ndo chagdsicos, incluindo leishmaniose e outras
afecgdoes foi ensaiado na técnica de imunofluorescéncia
indireta com antigeno de amastigota (IFI-A) e na de
imunoenzimitica com antigeno de amastigota solubilizado em
meio alcalino (Dot-As), bem comoc com o antigeno de
amastigota fragmentado por ultra-som (Dot-At), em comparagao
com técnicas de referéncia, onde formas epimastigotas séao
utilizadas (IFI-E e Dot-Es). Anticorpos da classe IgG foram
detectados em todas as formas clinicas da doenga de Chagas
(aguda e crdénica indeterminada, cardfaca e digestiva).
Anticorpos IgM foram encontrados predominantemente nas
formas agudas, assim como os anticorpos IgA. Como esperado,
reagdes cruzadas foram verificadas com leishmaniose
visceral. O desempenho diagnéstico das técnicas de IFI-A,
Dot;hs e Dot- At ndo diferiram significativamente das
técnicas de referéncia. A reatividade das formas
amastigotas foi de 2 a 4 vezes maior nas técnicas de IFI em
relagdo a epimastigota convencional, enquanto gque nas

técnicas imunoenzimaticas, as diferengas néao foram
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significativas entre estes dois antigenos. Na
caracterizagdo preliminar dos antigenos aqui estudados, os
soros de pacientes chagasicos crénicos (IgG) mostraram
reconhecimento complexo de polipeptideos tanto nas formas
amastigotas como epimastigotas, contrastando com os soros de
chagadsicos da fase aguda, que teve reconhecimento menos
complexo. Considerando-se o8 aspectos de praticidade,
reprodutibilidade e estabilidade, a técnica de Dot-As
ressalta como sendo satisfatéria para triagem de chagéasicos,

mesmo em laboratérios de pequenos recursos.
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