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Reacao de fixacao do complemento na Doenca de
Chagas, com antigeno alcodlico de cultura do
“Schizofrypanum cruzi’ *

por

Cecilio Romana e Emmanuel Dias

A aplicacdo da reacdo de Bordet-Gengou ao diagnéstico da doenga de
Chagas tem sido praticada por diversos autores com resultados as vezes
satisfatorios, porem nem sempre concordantes, devido principalmente ao fato
de nio trabalharem com antigenos que, alem de possuirem as qualidades

indispensaveis a esses reativos, fossem suficientemente estaveis e rigorosa-
mente padronizaveis.

Na presente nota descrevemos o preparo de um antigeno alcoélico dotado
destas qualidades, feito com culturas do Schizotrypanum cruzi, e relatamos
os resultados das primeiras reagdes com ele ensaiadas.

Inicialmente, passaremos em revista os diferentes antigenos que até agora
teem sido utilizados na reacao.

Guerreiro & Machado (1913), os primeiros a estudar a questdao, expe-
rimentarem trés antigenos. Um deles era feito com tripanosomas do sangue
de animal infectado, separados por centrifugacdo, lavados e emulsionados
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em soro fisiolégico. Como oferecesse dificuldade a obten¢do de grande quan-
tidade de parasitos do sangue, resolveram utilizar-se do baco de cades jovens
infectados, com o qual prepararam antigenos aquosos e antigenos glicerina-
dos, sendo estes tratados previamente pelo alcool e suspenso o depdsito disse-
cado em agua fisiolégica. Destes trés reativos, o que melhores resultados

proporcionou foi o antigeno aquoso de baco.

Cunha & Villela (1919) trabalharam com extratos aquosos de orgdos
de animais infectados (coragao, baco e cérebro de cdo, coracdo de cobaia),
obtendo bons resultados com alguns e relacionando a atividade do antigeno
com a riqueza, em parasitos, do orgdo empregado. Observaram estrita espe-
cificidade dos extratos ativos, mas comprovaram a sua labilidade, expressa
pela rapida queda do poder tixador e aumento do poder impediente.

Ledo (citado por Villela & Bicalho, 1923) trabalhou com coragdo e bago
de caes doentes, preparando extratos alcodlicos, que nao julgou utilizaveis, e
extratos aquosos, cuja instabilidade tambem verificou. Sugeriu, para afastar
este inconveniente, o preparo de antigeno aquoso no momento do uso, com
baco dissecado, pulverizado e guardado em baixa temperatura.

Assinalando as desvantagens dos extratos aquosos de orgaos, Villela
& Bicalho (1923) propuseram o preparo de antigenos glicerinados mistos,
de baco e coracdo de caes infectados, assim constituidos: polpa de orgaos,
1 parte, agua distilada, 2 partes, glicerina 1 parte, fenol 0,5%. (btiveram

§4 »

Oti-
mos resultados’’ nas reag¢des, mostrando-se o antigeno utilizavel até pelo menos
4 meses depois de preparado.

Lacorte (1926) conseguiu melhores resultados com antigenos gliceri-
nados de baco de cao novo intectado, do que com antigenos glicerinados de
baco e coracdo. Nao obteve a mesma durabilidade que Villela & Bicalho con-
sequiram, aparecendo regularmente a acdo impediente entre 15 e 30 dias.

Ortiz Patto (1930) fez ensaios no bécio endémico com antigenos glice-
rinados feitos com orgaos infectados e com antigenos metilicos (orgao fresco
moido, 1 parte, alcool metilico, 2 partes; maceracdo na estufa, 5 dias; dilui-
cdo 1/3 e 1/5 em agua fisiolégica), sendo estes "bastante estaveis e despro-
vidos de agBes proteotrdpicas e hemoliticas’.

Trabalhando com o antigeno de Watson (7rypanosoma equiperdum),
Julio Muniz (1930) obteve varios resultados positivos em casos comprovados
ou suspeitos de doenca de Chagas, bem como em casos de leishmaniose cuta-
nea, e resultados negativos em sifiliticos com Wassermann fortemente posi-
tivo. O antigeno é, porem, de preparo trabalhoso e sé é utilizavel no mesmo
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dia ou no maximo no dia seguinte ao de sua confec¢do. Ensaiando antigenos
constituidos por emulsido de culturas ricas de S. cruzi em meio N.N.N. e em
Noguchi, verificou-os desprovidos de qualquer acao fixadora.

Minning (1935) empregou na reacdo extratos glicerinados de orgaos
de cides infectados com amostra brasileira de S. cruzi, preparados segundo
a técnica de Villela & Bicalho (1923). Os extratos de bago revelaram maior
poder fixador do que os de miisculo, coracdo e figado. Com os antigenos de
baco, este autor obteve resultadeos positivos com muitos soros de pacientes
sofrendo das mais diversas doencas ou condi¢bes, como sifilis, anemia per-
niciosa, hipotireoidismo, verminose, gravidez, periodo post-partum, bem como
com soros de animais infectados com Irypanosoma gambiense e Treponema
pallidum — dai concluindo pela inteira inespecificidade da reagdo de Guer-
reiro-Machado. Entretanto, diversas restricdes podem ser postas quanto as
condicdes em que foi dado a Minning trabalhar, as quais impedem a aceita-

cdo imediata de sua conclusao.

No esquema da reagédo principal utilizado por Minning (quadro 2, p. 318),
nao figura um indispensavel tubo testemunha do poder impediente do soro
em presenca da menor dose de complemento empregada (0,8cm® da diluicao
a 1/15). Conquanto refira que o poder fixador de seus antigenos nao dimi-
nuiu em 5 meses de observacdo, Minning nada refere quanto a possiveis varia~
c6es do poder impediente, no decorrer deste tempo; nos 17 antigenos com
que trabalhou, Lacorte (1926) verificou sempre o aparecimento de impedién-
cia 15 a 30 dias depois da preparacdo. Os unicos soros de que Minning dis-
punha para controle da atividade fixadora especifica de seus extratos eram ape-
nas os de 4 cies infectados com S. cruzi. Ora, tanto Cunha & Villela (1919),
como Villela & Bicalho (1923), ja tinham insistido em que o soro deste ani-
mal é dificilmente utilizavel na reacao, pela frequéncia com que se torna im-
pediente, sendo que “no pequeno niimero de reagdes aproveitaveis o resultado
niao foi concludente” (Villela & Bicalho 1923, pag. 24). Os préprios resul-
tados das reacdes de Minning com soro de seus cades foram irregulares, mos-
trando oscilacdes “ritmicas’ atribuidas as varia¢des do poder impediente dos

SOros.

E de toda importancia salientar que nem todos os antigenos preparadcs
com baco de cao infectado sdo empregaveis na reacao, dependendo o seu uso
de ensaios preliminares para controle de sua especificidade. Segundo Villela
& Bicalho (1923), “as vezes o antigeno no momento da reacao se mostra de
pouco valor”. Lacorte (1926) refere que um de seus antigenos, recentemente
preparado e experimentado com cerca de 20 soros, deu resultados inteiramente
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inespecificos, sem que fosse isto devido ao seu poder impediente, previamente
dosado. Antes de aplicar a reacdo a doentes dos arredores de Belo Horizonte,
Villela (1930) submeteu o antigeno a uma série de provas cujo resultado
lhe permitiu confiar nos resultados mais tarde conseguidos. Como bem diz
Muniz (1930, pag. 897): “sucede que ese antigeno no siempre funciona con
regularidad y fijeza, segun la opinidon de Lacorte, quien aconseja el maximo
cuidado en su uso, y solamente considerarlo utilizable después de submeterlo
a dosajes rigurosos y ensaios con testigos, tanto de pacientes de otras enfer-
medades como de individuos normales, a fin de evitar fijacién sin especifi-
cidad alguna’.

Por fim, ndo obstante asseverar Minning (p. 318) que extratos de orgaos
de cdo normal nenhum poder fixador tenham mostrado, em outro lugar (pag.
326) consigna resultados positivos obtidos com tais extratos, em presenca de
soros de anemia perniciosa e outros que deram reagdo positiva tambem com
extratos de orgaos de cdo infectado.

Com o seu trabalho, Minning ndo demonstrou que a reacdo de Guerreiro-
Machado é inteiramente inespecifica, mas apenas que os antigenos que empre-
gou nenhuma especificidade possuiam. Estamos em pleno acordo com Yorke
(1937, pag. 295), quando conclue sobre o valor desta reacdo: “Whilst the
evidence is probably as yet insufficient to warrant a definite opinion regar-
ding the significance of the Machado reaction, sufficient work seems to have
been done to indicate that it cannot be brushed aside as unworthy of serious
investigation''.

Procurando obter um melhor antigeno para a reacdo, Kelser (1936),
preparou emulsdes hidro-glicerinadas de culturas recentes de S. cruzi em
meio de Bonacci, com as quais conseguiu resultados bastante bons. Entre-
tanto, teem ainda estes antigenos a desvantagem de serem instaveis, pois se
tornam rapidamente impedientes (tempo maximo de utilizacdo, 1 més).

Em vista dos inconvenientes oferecidos pelos antigenos anteriormente
usados na reacao de fixacao do complemento na doenca de Chagas, decidi-
mos ensaiar o uso de antigenos alcodlicos de cultura de S. cruzi, encorajados
pelos resultados favoraveis obtidos por Cunha & Dias (1938-1939) nas
leishmanioses, com antigenos alcodlicos de cultura de Leishmania. Estes au-
tores (ined.) tentaram preparar sequndo a mesma técnica antigenos alcoo-
licos de S. cruzi, porem ndo obtiveram culturas em placa suficientemente ricas.
Usamos porisso culturas em meio liquido, se bem que do ponto de vista da
pureza do material basico do antigeno elas sejam inferiores as culturas em
placa, sobre meio soélido.
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CULTURA DO S. CRUZI PARA PREPARO DO ANTIGENO

Empregamos a principio o meio de Bonacci, seguindo o processo usado
por Kelser (1936) no preparo de seu antigeno. Neste meio conseguem-se
culturas muito abundantes, mas ao serem colhidos os flagelados retira-se
quase sempre uma certa quantidade de agar-sangue que é depois dificil de
se separar por centrifugacdo. Este inconveniente, que tambem é apresentado
por outros meios soélidos, torna-se mais acentuado quando se empregam
maiores recipientes para obtencdo das culturas. Usamos tambem um meio
liquido composto de caldo glicosado e sangue de coelho hemolisado por agua
distilada; o S. cruzi nele vegeta bem, porem as culturas sdo mais pobres e

duram menos do que as em meios solidos ou semi-sélidos.

Partindo de meios conhecidos como favoraveis ao desenvolvimento do
S. cruzi, adotamos uniformemente o seqguinte método, que proporciona cul-
turas suficientemente ricas, com a vantagem de poderem ser empregadas no
preparo do antigeno quase livres de particulas do meio.

As culturas sio feitas em frascos de Roux, a cujo gargalo é adaptado
um tubo de 1 centimetro de didmetro aproximadamente, para diminuir os
riscos de contaminacdo durante a manipulacdo. No interior do frasco colo-
cam-se 100 c¢cm?® de gelose (agar 20 gr., peptona 10 gr., extrato de carne,
5 gr, cloreto de sédio 6 gr, agua 1000 cm?®): apos esterilibacdo, deixa-se
resfriar a 50-55°, junta-se 10% de sangue desfibrinado de coelho ou de
carneiro, agita-se e deixa-se solidificar o meio sobre uma das faces da
garrafa. Cobre-se entio sua superficie com 100 cm® de caldo nutritivo da
sequinte composicdo : agua 1000 cm?, extrato de carne (Switf) 3 gr. peptona
20 gr, glicose 30 gr, cloreto de sédio 6 gr, (pH 7,0-7,2). O caldo ¢ este-
rilizado e conservado em aparelhos de distribui¢do com a capacidade de 3
ou 5 litros, o que facilita a sua reparticio nos frascos de Roux. Estes
devem ser semeados com boa quantidade de semente (10 cm®) e conservados
a 20-25° C: ao cabo de 15 a 20 dias, as culturas estdao em condi¢cbes de ser
utilizadas.

PREPARO DO ANTIGENO

Recolhe-se a porcdo liquida das culturas, centrifuga-se e lava-se trés
vezes o depdsito com soro fisiolégico. Esgota-se o soro quanto possivel,
junta-se acetona pura num volume 10 vezes maior que o do depésito e agi-
ta-se repetidamente durante 24 horas. Apés centrifugagao, pipeta-se a ace-
tona e deixa-se o depdsito secar na estufa a 37° (pode conservar-se o mate-
rial dissecado, para sé ser usado no preparo final quando se tenha o bas-
tante para a obtencdo de quantidade apreciavel do reativo). A massa obtida
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é entdao pesada, triturada finamente e acrescentada de alcool absoluto na pro-
porcao de 1 cm® para cada centigramo de p6. Apds permanéncia na estufa
a 37° durante 20 dias, em vidro bem fechado, que deve ser agitado frequen-
temente, esta terminado o preparo do antigeno alcodlico bruto.

Os antigenos que usamos eram mistos, constituidos por amostras de

Schizotrypanum isoladas de homem, gamba e morcego (Hemiderma pers-
picillatum ).

EMPREGO — O antigeno foi geralmente empregado, no seu estudo
preliminar e nas reagdes, em dilui¢des feitas na hora, retirando-se com pipeta
o alcool sobrenadante e diluindo-se gota a gota em soro fisiolégico, sob
constante agitacdo. O liquido toma um aspecto ligeiramente opalescente.
Estudadas pelos métodos usuais as suas propriedades (poder impediente,
hemolitico e fixador), foi usado nas reacées em dose nunca superior 2 me-
tade da dose minima impediente, em dilui¢ées a 1/10 ou inferiores. O qua-
dro 1 mostra uma das séries de ensaio do poder fixador do antigeno (n. 7,
preparado em 7-7-41 e ensaiado em 14-11-41) em presenca de diversos soros
e de 2 unidades de complemento.

QUADRO 1
TUBOS | 2 3 4 )
Soro inativado 0.2 0,2 0,2 0,2 0.2
Antigeno a 1/0. .. .. . . . e 0.05 0.1 015 0.2 —
Compl. cobaia 1/10 (2 unidades). .. .o cvie v invenn... 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Soro fisidlogico. .. . ... .. . . e 1,15 1,1 1.05 1.0 1.2
(ap6s 1 hora a 370, 2 cm3 de sistema hemolitico dosado)
Soro, 103 mol. chagas. cv vt cn it it ie it i ce i ce e enans ]' - 4 A + +
Soro 105, mol. Chagas... ... it iiiinneeinsnnnres| ++ 0+ ++ 1+ + 4
Soro 150, ieishmunicse tegumentar.................. 1 +t+++
Soro 133, normal. . ... ... ... .. ... ... | |
' ]
A reacao principal foi feita sequndo o esquema do Quadro 2.
QUADRO 2
TUBOS ] ! 2 3
|
Soro. ... . e 02 0.2 0.2
Antigeno ... ......... e e e e 02 | 0,2 =
Compl. cobaia 1/10.......... DR . I u 2 u, l u.

Soro fisiol. g s. para 2 cm3. Banho-maria 1 hora; sistema hembolitico 2 cm3; banho-maria | hora, leitura. L eitura
definitiva 12-18 horas apds permanéncia na geladeira.

Os resultados até agora obtidos, das reacdes praticadas com 83 soros
humanos, estao relacionados no Quadro 3. Algumas dessas reacdes foram
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feitas pelos Drs. A. Martins, V. Versiani e J. N. Peres, de B. Horizonte,
utilizando o mesmo antigeno por nos fornecido (usando 0,1 e 0,2 cm?® de
soro e duas unidades de complemento), tendo sido os resultados concordantes

com OS nossSos.

QUADRO 3
RESUIL.TADOS DAS REACOES FEITAS COM 83 SOROS HUMANOS

R. DE FIXACAO DO
COMPLEMENTO
, . . N. DE
DIAGNOSTICO CLINICO OBSERVACOES SORO S
Anig. a_lc. Wassermann
S. cruzi
S. cruzi ao 6 + .
ex. direto
Doenga de
Chagas Xenod. posit. 10 £ —
. = 1 H N
1 _ _
Miocardite 6 —
Doenca de cronica 3 — —
Chagas?
Mal engasgo 1 4 —
Bocio 2 — —_—
Sifilis | 5 — i
7 + —
L eishmaniose L.. brasiliensis 2 L +
tegcumentar | — +-
1 _ _
Maléaria P. vivax 5 — —
2 — (0)
2 — +
Bouba T. pertenue 1 + -+
1 _ _
Ancilostomose N. americanus | — L —
Tuberculose | _ .
Psoriasis 1 N .
Soros normais 14 _ _

Resultados das reacoes feitas com 83 soros humanos.

O Quadro 3 mostra que, de 27 casos auténticos de doenca de Chagas,
a reacao foi positiva em 26 (96,3% ), coincidindo uma tnica vez com a
R. W. positiva. Um caso com xenodiagnédstico positivo deu reagdo negativa;
o xenodiagnéstico foi repetido depois no paciente, duas vezes, resultando
negativo. De 12 casos possiveis de doenca de Chagas, residentes em zona
de barbeiro, a reacio foi positiva em 7, dos quais 2 morreram subitamente, (1)
fato que ocorre com frequéncia na forma cardiaca da tripanossomose. Em
5 soros sifiliticos com R. W. fortemente positiva a reacao foi negativa. As

(1) — Casos de Goiaz. Vide Romeiro, 1941.
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duas reacdes foram feitas concomitantemente em 81 soros: apenas em 4
(2 de leishmaniose, 1 de bouba e 1 de doenca de Chagas) ambas foram
positivas; em 30 ambas foram negativas; em 39 a R. W. foi negativa e a rea-
cao foi positiva; em 8 a R. W. foi positiva e a reacido foi negativa. Onze
soros de leishmaniose tegumentar foram experimentados, sendo a reacdo posi-
tiva em 9, dos quais 2 com R. W. positiva. Em um caso de bouba de Tebfilo
Otoni (Minas Gerais), cidade onde teem sido encontrados casos de tripanos-
scmose procedentes de zonas de barbeiro (Ferreira Lopes, 1941) a reacao foi
fracamente positiva (R. W. fortemente positiva), tendo sido negativa em 3
outros casos de dita moléstia. A reacdo foi negativa em 14 soros normais, 7
de malaria, 1 de tuberculose, 1 de ancilostomose e 1 de psoriase, de individuos
vivendo longe das zonas de tripanosomose endémica.

Os resultados positivos conseguidos na quase totalidade dos casos certos
de esquisotripanose, e os resultados negativos obtidos com soros normais,
de sifiliticos e de outras doengas, demonstram uma especificidade apreciavel
do antigeno e tendem a mostrar o valor da reacdo como método auxiliar
para o diagnéstico da doenca de Chagas. O antigeno ndo é, porem, dotado
de estrita especificidade, porquanto resultados positivos foram verificados em
casos de leishmaniose tegqumentar (81,8% ), o que torna a reacio uma rea-
cao de grupo, explicavel pelas afinidades biolégicas dos protozoarios causa-
dores da doenca de Chagas e das leishmanioses. Num dnico caso de bouba
com reagao fracamente positiva, ndo poude ser verificada a possibilidade de
tratar-se de um individuo portador tambem do S. cruzi.

O niimero de soros que nos foi dado experimentar ainda é sem duvida
pequeno para permitir conclusées definitivas sobre o valor real da reacao.
porem os resultados ja obtidos sdo favoraveis, e justificam a recomendacao
do emprego do antigeno alcodlico de cultura do S. cruzi na reacido de fixa-
cao do complemento na doenca de Chagas.
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SUMARIO

Os autores passam em revista os diferentes antigenos até agora em-
pregados na reacgdao de fixacdo do complemento na moléstia de Chagas. Pro-
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pdem o uso de um antigeno alcodlico feito com culturas de S. cruzi, assim
preparado: lavam trés vezes os flagelados das culturas com soro fisio-
logico; juntam acetona pura (10 vezes o volume do depédsito) e deixam 24
horas agitando frequentemente; centrifugam, desprezam o liquido e secam o
depésito a 37°; pesam, trituram e juntam &lcool absoluto na quantidade
1 ¢cm® por cada centigramo; conservam a 37° durante 20 dias, agitando dia-
riamente; para uso, diluem o alcool limpido na agua fisiolégica aos poucos
e sob constante agitacgao.

A reagdo foi praticada com 83 soros humanos, sendo positiva em 96,39
dos casos de doenga de Chagas e em 81,8¢ dos casos de leishmaniose
tegumentar, doencga cujo agente etioldgico tem estreitas afinidades com S.
cruzi.

Em 81 soros a reagdo foi feita paralelamente com a R. W., obtendo-se
apenas 4 vezes a positividade de ambos os testes.

Os primeiros resultados das reagdes feitas com este antigeno podem ser
considerados bastante favoraveis, sendo entretanto necessaria uma maior ex-
periéncia para se ajuizar do valor real da reacdo no diagndstico da molés-
tia de Chagas.

APENDICE

Antes da impressdo do presente trabalho foram feitas mais 20 rea¢des com cada

um dos antigenos, com os sequintes resultados :

Diagndstico clinico N.° de soros R. anfigeno cruzi R.W.

Doen¢a de Chagas (xenodiagnéstico

positivo) .. .. .. .. .. .. .. 1 + —
Doen¢a de Chagas (doentes de Las-

sance com arritmias) 6 -+ —
I[dem 1 duvido:zo —
Epilepsia 4 — —
Epilepsia (caso de Lassance) 1 -+ -+
Bocio 1 — —
Méga-eséfago 1 — —
Tabes .. .. .. .. .. .. .. .. .. 1 duvidoso —+-
Encéfalopatia infantil ] duvidoso —
S0ros normais .. .. .. .. .. .. .. 3 — —

Agradecemos ao Dr. Antonio Couceiro a remessa dos soros com que trabalhamos.
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