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Decorridos 50 anos da data de 9 de abril de 1909 em que CHAGAS
descreve uma nova espécie de Trypanosoma, encontrada no sangue de
uma crianca em estado febril vivendo no interior do Estado de Minas
Gerais, e para o qual propoe o nome de T. cruzi, em homenagem ao
seu mestre, Dr. Oswaldo Cruz, pode-se avaliar quao fundamentais foram
suas contribuicoes para melhor conhecimento da nova Trypanosomiasis,
quer nos setores da Parasitologia, como nos da Patologia, da Clinica e
da Epidemiologia.

Embora os trabalhos, nao s6 de seus colaboradores como também
de pesquisadores de outros paises, tenham sido valiosos para melhor
conhecimento dessa entidade morbida, nenhum sobreleva ao que nos
deixou. |

A parte referente a Imunologia, entretanto, foi aquela em que as
Investigacoes menos se aprofundaram, quer em relacao a sua base celu-
lar, como também, em relacao ao comportamento humoral.

Ate sua morte, ocorrida em 1934, os dois fatos marcantes em relacao
a esse assunto foram: a introducao de reacao de Bordet e Gengou, por
GUERREIRO & MACHADO em 1913 para o diagnoéstico da Trypanosomiasis,
e o0 concelto de alergia introduzido por TorrEs em 1929, na patogenia
dessa doenca.

O desenvolvimento de melhores técnicas para obtencao de massas
de cultivo do S. cruzi e o0 melhor conhecimento da base celular da imu-
nidade, nao s0 sob o ponto de vista geral como relativo a outras pro-
tozooses, permitiram, apds a sua morte, até a presente data, a aquisicao
de novos conhecimentos.

Apesar disso, muitos problemas estao por ser resolvidos dentro désse
setor, mas, tal tarefa ja foge ao dominio dos parasitologistas cabendo
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aos fracionadores, aos imuno-quimicos e aos patologistas, trazer a alme-
Jada solucao para éles.

‘..
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Como e de conhecimento geral, a infeccao determinada pelo S. cruzi,
no homem, €& de evolucao lenta permanecendo o individuo infectado
pelo resto de sua vida.

kssa evolucao € caracterizada por um periodo agudo em que pre-
dominam fenomenos ditos toxémicos, representados principalmente por
um estado febril, que pode ser: continuo, irregular ou intermitente.

Nesta fase ocorre, geralmente, aumento do figado, do baco, e dos
ganglios periféricos e profundos. O coracao pode ser a sede de miocar-
dite extensa e difusa e, também, fendmenos meningo-encefalicos podem
ocorrer, tais disturbios, ocasionando muitas vézes a morte.

Essa fase, que segue a formacdao de um foco inflamatério inicial,

indicativo do ponto de penetracdo do parasita, tem a duracio de cérca
de 30 a 60 dias em meédia.

Como seqiiéncia, tdéda essa sintomatologia tende a se amainar até
completo desaparecimento, representando ésse periodo, a fase sub-aguda
que precede o estabelecimento da fase crénica, no decorrer da qual,
apos longo espaco de tempo, 10 a 12 anos, em cérca de 50 a 60% dos
casos, comecam a se manifestar sintomas diversos dependentes da loca-
lizacao do parasita neste ou naquele 6rgao e tecido, constituindo os dis-
turbios cardiacos e os megas, os que com mais freqiiéncia sao observados.

Segundo relata EvANDRO CHAGAs (1935), em experiéncias “in anima
nobile” o tempo de incubacio, isto é, entre a inoculacio e o aparecimento
do foco inflamatorio primario, decorre um periodo de 12 dias.

Nesse quadro evolutivo ocorrem variacoes, principalmente quanto
a Intensidade das manifestacoes, podendo a infeccao evoluir, muitas
vezes, quase sem nenhuma sintomatologia. Tal fato, explica a despro-
porcao numerica entre casos diagnosticados na fase aguda e os casos
cronicos diagnosticados sorologicamente em zonas endémicas da doenca.

oA

Quanto aos dados parasitologicos sabe-se que, ao contrario da
maioria dos tripanosomas patogénicos, que vivem e se multiplicam no
sangue do vertebrado, por divisao binaria e sempre sob a forma de
tripanosoma, o S. cruzi é um parasita tissular vivendo e multiplican-
do-se na intimidade dos tecidos, sob a forma de leishmania.

As infeccoes por €le determinadas evoluem sempre com baixa para-
sitemia, apresentando-se €le no sangue sob a forma tipica de um
tripanosoma.

Infeccoes naturais com parasitemia elevada constituem raridade,
quer no homem quer em animais. Entretanto, isso pode ser observado em
iInfeccoes experimentais quando se trabalha com caes de baixa idade ou
em macacos do género Callitrix, estando tal fato, condicionado a viru-
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léncia da amostra. O emprégo de drogas que exercem acao inibidora
sobre os meios de defesa do organismo, como a cortisona, podem deter-
minar o aumento da parasitemia.

O S. cruzi faz parte do grupo de tripanosomas de evolucao posterior
e a transmissao se processa por contaminacao. No homem, ela se inicia
pela penetracao das chamadas formas metaciclicas, através da pele ou

da conjuntiva, formas essas que representam a fase final do ciclo evo-
lutivo, no invertebrado.

No ponto de penetracao, ocorre sempre um processo inflamatoério
do tipo normeérgico, mais ou menos intenso, em térno dos aglomerados
parasitarios, constituidos ja, por elementos leishmanidides em fase de

Intensa multiplicacao e oriundos da transformacio das formas meta-
ciclicas infectantes.

Com a posterior evolucao daqueles elementos para as formas de
tripanosoma metabolico e a passagem déste para as vias linfaticas e

sanguineas, temos a generalizacdo do processo infeccioso, com a consti-
tuicao de novos focos em diferentes orgaos e tecidos.

Quanto aos periodos parasitolégicos sabe-se que o patente no qual
O parasita pode ser encontrado no sangue com relativa facilidade, pelo
exame direto, corresponde justamente a fase aguda da doenca; enquanto
que os prée-patente e sub-patente nos quais, éle s6 pode ser evidenciado

por métodos indiretos, correspondem ao periodo de incubacao e a fase
cronica.

Em relacao a evolucao por que passa o parasita no invertebrado,
sabe-se que o elemento leishmanioide, oriundo das transformacoes das
formas metabolicas ingeridas com o sangue e, por acao de fatores meta-
morfoseantes (MuNi1z & FRreiTas, 1945), se transforma em critidias,

formas essas que vao dar origem aos metaciclicos, ja nas ultimas por-
coes do intestino.

Uma evolucao semelhante pode ser observada quando semeia-se o
sangue contendo tripanosomas de tipo metabdlico em meios de cultivo
artificiais com hemoglobina. Essa evolucao, quer no inseto transmissor,
como nos meios de cultivo, decorre dentro de 10 a 12 dias.

Igualmente pode-se obter “in vitro”, conforme demonstraram MUNIZ
& FREITAS (1946), sem necessidade de culturas em tecidos, tédas as fases
por que passa o0 parasita no organismo do vertebrado, semeando o0s
metaciclicos obtidos de cultivo em exudato peritonial de cobaio e man-
tendo as culturas a 37°C.

Com essa simples técnica, observa-se a sua transformacao em ele-
mentos leishmanioides dentro das primeiras 24-48 horas; e déstes, em
tripanosoma metabdlico, do segundo para o terceiro dia.

’
¢

- Alguns fatos relacionados com o comportamento apresentado pelo
parasita, quer em relacao aos hospedadores vertebrado e invertebrado,
devem ser levados em conta, quando se investiga os processos de defesa
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opostos pelo organismo do agente parasitario e deste em relacao ao
hospedador. Assim:

a) Todas as vezes em que éle sofre modificacdo em seu “habitat”,
como a passagem do hospedador invertebrado para o vertebrado e vice-
-versa, e tambeém, quando submetido a cultivos em meios artificiais, éle
se transforma inicialmente em elemento leishmaniéide.

b) E sob essa forma que o parasita se perpetua no organismo,
apesar de submetido a fatores adversos, representados pelos meios de
defesa que lhe sao opostos.

c) O elemento leishmaniéide, comparado com as outras formas
pelas quais passa o parasita em seu ciclo evolutivo, apresenta certas
diferencas, além daquelas referentes & estrutura, como sejam: plasma
malis condensado e membrana mais resistente.

d) O elemento leishmanioide pode evoluir para tripanosoma de
tipo metabolico fora de qualquer elemento celular, bem como, sendo
fagocitado por elementos heterofilos e macrofagos inflamatérios, pode
transformar-se dentro désses elementos (MUNI1Z & FREITAS, 1946) .

e) O elemento leishmanidide pode vir a constituir novos focos
parasitarios, sem prévia transformacao em tripanosoma metabdlico.

f) Desconhece-se no organismo a ocorréncia de fatores que con-
dicionem a transformacao de elemento leishmaniéide em tripanosoma,
quer favorecendo ou inibindo.

g) Nos cultivos em liquido peritonial de cobaio, tal transformacao
est4 na dependéncia de fatores ligados a presenca de células migradoras
(MuUN1z & FREITAS, 1946) .

h) Nos cistos parasitarios quando essa transformacao ocorre,
atinge simultaneamente quase a totalidade das formas que os consti-
tuem e o arredondamento do cinetoplasto é o primeiro sinal dessa trans-
formacao. Esse fato é seguido da rarefacao do plasma que se propaga a
periferia do corpo, junto a qual, se encontra aquéle componente. Ocorre,
entao, o rompimento da massa de plasma nesse ponto, o que determina
o desdobramento do corpo do parasita, que assume entao, a forma alon-
gada. A formacao do flagelo e de uma membrana ondulante rudimentar
inicia-se ap6s o aparecimento da zona de rarefacao e é revelada por um
espessamento do bordo do corpo do parasita, a partir do ponto junto
ao qual se encontra o cinetoplasto. Outras formas dao a impressao de que
certos elementos leishmanioides possam se transformar em tripanoso-
mas, por meio de um simples alongamento do corpo (MuUNi1z & FREITAS,
1946) .

i) Embora a libertacao das formas de tripanosoma recém-forma-
das, ocorra por destruicao da fibra cardiaca parasitada, fato ésse atri-
buido por CHAGAs e outros pesquisadores a uma simples acao mecanica
decorrente do desenvolvimento dos cistos parasitarios, pode, entre-
tanto, ser interpretada como resultante do desencadeamento de uma
reacao de tipo alérgico na intimidade da fibra, trazendo modificacao a
sua estrutura e, dessa maneira, facilitando indiretamente a libertacao
dos parasitas (MunN1z & AzeEvVvEpo, 1947) .
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]) Nenhuma duvida existe de que as formas finas de tripanosoma,
que ocorrem no sangue, dotadas de intenso movimento, representem
as formas jovens recém-formadas, e, nao, elementos diferenciados
sexualmente.

k) O metaciclico como elemento altamente diferenciado é dotado
de um grande poder de transformacao. Quando inoculado no vertebrado
evolul dentro das 24 horas para o elemento leishmanidide, como demons-

tram o exame de cortes histologicos de bidpsias, do ponto de inoculacaoc
(MuN1z & FREITAS, 1946) .

1) “In vitro”, tal fato pode ser observado por meio de cultivo em
exudato peritonial de cobaio, como demonstraram MuNiz & FrertTas. Essa

€ uma das caracteristicas, se ndo a principal, que o diferencia do tri-
panosoma metabdlico.

m) Quanto a éste, a evolucao para o elemento leishmanidide se
processa mails demoradamente, no decorrer da qual, éle vai lentamente
perdendo seus movimentos e apresentando uma grande tendéncia a
adesao, permitindo tal fato, ser présa facil de elementos fagocitarios
(MUN1Z & FREITAS, 1946). E conhecida a importincia do papel que
representam as colisoes no mecanismo da fagocitose.

Em relagao ao comportamento dessas diferentes formas, quando
em presenca de sOros normais, temos de assinalar a elevada sensibilidade
que demonstram as formas de critidia a acdo litica de tais soros
(homem, cobaio, etc.).

Esse fato foi demonstrado por Muniz & BORRIELLO (1945) e esta

relacionado com a presenca do complemento e de lisinas naturais
(properdina?, PILLEMER et al., 1954).

Ao contrario das formas de critidia, os elementos leishmanidides e
os tripanosomas metaciclicos se mostram insensiveis a esta acao, isto
podendo ser comprovado pelo exame, nao s6 & fresco, como também,
em preparacoes coradas de formas de cultivo submetidas & acdo do séro
normal inativado e de soro nao inativado. Esses fatos demonstram a
Impossibilidade das formas de critidias desempenharem qualquer papel
na infeccao do vertebrado.

Identico fenbmeno observa-se quando suspensao de formas de cul-
tivo do S. cruzi € inoculada no periténio de um animal como o cobaio.
Examinando-se no fim de 30 a 50 minutos o exudato formado na cavi-
dade peritonial désse animal, pode-se constatar a destruicao macica das
formas de critidia, devido a uma acao litica determinada pelo exudato,
acompanhada de Intensa fagocitose exercida por macrofagos a outros
elementos migradores sobre os detritos constituidos pelas formas de
critidia profundamente alteradas.

Tal maneira de se comportar deve ser levada em conta quando as
formas de cultivo sao utilizadas em investigacoes sObre os meios de
defesa opostos pelo organismo ao parasita e, também, quando se inves-
tiga o compertamento de antigenos com elas preparados.
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Assim € que a acao anti-complementar désse componente na reacao
de fixacao, assinalada por diferentes autores, decorre da capacidade que
possuem as formas de critidia, constituindo cérca de 809 dos elementos
que se desenvolvem no cultivo, de fixarem o complemento apds a acao
do amboceptor litico natural (properdina ?).

Uma simples prova de absorcdo evidencia ésse fato, desde que se
tenha o cuidado de determinar, antes e depois da prova, as unidades
de complemento contidas no séro em experiéncia (Muniz & Souza 1959).

Nenhuma acao exercem as formas de cultivo, sébre a coagulacao
do plasma, sendo elas desprovidas de qualquer atividade tromboplastica,

fato facil de ser verificado por provas laboratoriais (MuN1z & Souza,
1959) .

Quanto ao tropismo que possa apresentar o parasita, sabe-se que
0 §. cruzi € um parasita tissular vivendo e multiplicando-se na intimi-
dade dos tecidos. O sangue e as vias linfaticas constituem os meios pelos

quals ele se transporta, com o fim de se localizar, neste ou naquele
orgao ou tecido do organismo em que vive.

CHAGAS & ViANA foram os primeiros a demonstrar o acentuado
miotropismo apresentado pelo parasita. A fibra cardiaca é a sede pre-
ferencial de sua localizacdo. Nao querendo isto dizer, entretanto, que

0s outros orgaos ou tecidos nao possam constituir pontos de fixacao
para €le.

Conforme a maior tendéncia a se localizar neste ou naquele tecido,
tém sido caracterizadas, sem grande fundamento, diferencas raciais.
E assim que VILLELA (1925) e VILLELA & TORRES ( 1925, 1926) assinalam
um acentuado neuroiropismo das amostras isoladas do tatu. Souza
CAMPOs (1927) obtém paralisia em cdes com amostra isolada do homem.
BADINEZ (1945) classifica como reticulo trépica a amostra Tulahuen,
1Isolada por P1zzi, pelo seu acentuado tropismo para as células do S.R.E.

A penetracao do parasita no interior de elementos que nao exercam
atlvidade fagocitaria é ainda um ponto a esclarecer. A penetracio ativa
do parasita no interior da fibra cardiaca, referida por CHAGAs e outros
pesquisadores € um fato passivel de discussao.

Basta uma simples observacao dos movimentos que apresentam as
formas de tripanosoma metabodlico mais evoluidas, quando na corrente
circulatoria, para se convencer da impossibilidade de tais formas con-
seguirem por meio désses movimentos, romper a membrana da fibra
que constitui o sincicio cardiaco, para se localizar no seu interior.

Mesmo as formas recém-formadas, mais finas, dotadas de movi-
mento ditos em flexa, pela sua propria constituicao dificilmente pode-
riam realizar tal desiderato. O mecanismo deve ser outro.

RomMmANA & MAYER (1942), entretanto, acreditam que a penetracio
da forma flagelada na célula possa ser de maneira ativa e dizem ter
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observado em culturas de tecidos a sua penetracao no protoplasma de
fibroblastos € monocitos; embora nao descrevam o fendmeno. MUNIZ &
FREITAS (1946) afirmam nao ter podido observar tal fato.

ale
-

Quanto a viruléncia sabe-se que, de regra, as amostras do S. cruzi
1soladas de casos humanos, quando inoculadas em animais de labora-
torio (cobaio, camundongo, etc.) determinam infeccoes de evolucio
longa vindo, muitas vézes, os animais a morrer de infeccao intercurrente.
Esse comportamento é que caracteriza o S. cruzi.

As passagens repetidas em um mesmo animal, quase nenhuma mo-
dificacao trazem a ésse comportamento. E o que demonstram as 28
amostras 1soladas de casos humanos e mantidas por J. MUNIZ em seu
departamento, no Instituto Oswaldo Cruz, a maioria delas, ha mais de
10 anos, por passagens sucessivas em camundongo branco (Mus mus-
culus) e cobaio separadamente.

EvANDRO CHAGAS atribuiu a repetidas passagens no organismo hu-
mano a reducao da viruléncia apresentada pelas amostras isoladas de
casos da I'rypanosomiasis americana, em contraposicao com a viruléncia
apresentada por algumas amostras isoladas de animais silvestres (tatu).

Entretanto P1zzr (1949) e HauscHKA (1949), referem a obtencao de
cépa de viruléncia estavel por passagem sucessiva em camundongos da
mesma constituicao genética.

A raca Twulahuen, isolada do Triatoma infestans por Pizzri e man-
tida por passagem em camundongos homozigotos da raca C3H, mata
€sses animais regularmente dentro de 10 a 12 dias.

Convém assinalar, entretanto, que certas amostras ditas estaveis e
matando camundongos com regularidade em prazos relativamente cur-
tos, tem sido verificado, estarem associados & bactérias.

A passagem do S. cruzt em meios artificiais de cultivo (Noguchi,
N.N.N., Noeller, etc.), ocasiona uma perda da viruléncia da amostra,
fato que nao ocorre no organismo do hospedador invertebrado.

No fim de uns poucos cultivos (10-20 repiques) as amostras perdem
0 poder de infectar o vertebrado. Tal fato nao esta em absoluto ligado
a uma hipotética diminuicao das formas metaciclicas (tripanosomas),
ocasionada pelos sucessivos repiques, como pensa Pizzi (1957), pois tal
pratica nenhuma interferéncia exerce sébre a formacao e o numero
dessas formas que ocorrem nos cultivos. Elas continuam a se formar da
mesma maneira apos 100-200 ou mais repiques. A maior ou menor ri-
queza de metaciclicos nos cultivos esta na dependéncia, ndo s6 da cons-
tituicao do meio de cultivo, como constitui uma caracteristica peculiar
de cada amostra. As culturas em meio solido favorecem uma maior for-
macao de metaciclicos.

Em regra, o poder invasor demonstrado pelo S. cruzi em relacao ao
homem & baixo. A infec¢cao. decorre, mesmo na fase aguda, com um
numero relativamente pequeno do parasita, a nao ser num ou noutro
€aso, principalmente em crianca de baixa idade, em que os cistos para-
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sitarics sao encontrados em casos de autopsias, com relativa facilidade
em diferentes orgaos ou tecidos. Na fase cronica, tal verificacao torna-se
extremamente dificil.

Quanto ao poder toxigeno do S. cruzi, inicialmente referido por
CHaGgas como um dos atributos da viruléhcia apresentada pelo parasita,
e da qual decorre, ao lado da agcao mecanica, grande parte da sua pato-
genicidade, foi posto em ordem do dia mais recentemente por KOEBERLE
(1958), de Ribeirao Préto, que ja atribui a existéncia de uma toxina
secretada pelo parasita com afinidades de fixar-se na célula nervosa,
isto ¢, uma neurotoxina, responsavel pela destruicao por éle constatada,
do sistema neuro-vegetativo periférico, ao que se deve, na sua opiniao,
téda a sintomatologia da doenca.

Antes do professor KOEBERLE, ja 0s pesquisadores russos KLYUEvA
& RosyKIN (1946) tinham atribuido a uma toxina a acao destruidora
demonstrada pelas suspensoes de S. cruzi sObre certos tumores, mas ja
agora, tal fato é atribuido a ac¢ao enzimatica do parasita.

Apesar de todas essas afirmativas, até hoje nao existe nenhuma
prova da existéncia de uma toxina secretada pelo S. cruzi, no exato sen-
tido que exprime éste térmo, isto é, substancia toxica dotada de poder
antigénico.

O que chama a atencao de todos que, no decurso da experiéncia
tenham tido ocasido de inocular por via venosa, seja em coelho, cao ou
cavalo, suspensoes de parasita representadas por formas de cultivo, € a
tolerancia absoluta que ésses animais apresentam a essas inoculacoes,
por mais espessas que sejam as suspensoes. MUNIZ € SERGIO DE AZEVEDO
tiveram ocasiao de inocular por via venosa, suspensao de S. cruzi mortos,
em individuos portadores de tumores, sem observar nenhuma reacao.

No entanto, é de conhecimento geral o chogue que provoca a simples
inoculacdo por via venosa de minima dose, de proteinas bacterianas

(tifica, gonococica, etc.) .

.
HS S

Segundo EvanDro CHAGAS, a patogenicidade do S. cruzi estaria na
dependéncia de infeccOes sucessivas, as quais determinariam num indi-
viduo adulto, a sintomatologia caracteristica da doenca.

Tal ponto de vista esta em contraposicao ao de CArLos CHAGAS que
acha nao serem necessarias reinoculacoes, para que ocorram o0S pPro-
cessos patogénicos de maior intensidade. Segundo €le, os proprios tripa-
nosomas, transportados de um a outro territério organico pelas cor-
rentes sangiiinea e linfatica, seriam suficientes para determinar tais
processos. Nao existiam no organismo, em tempo algum, elementos de
defesa suficientemente intensos para atenuacdo da infeccao.

O ponto de vista defendido por CarLos CHAGAS coincide com a obser-
vacao segura de pessoas, contaminadas no laboratorio e vivendo fora de
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qualquer possibilidade de contaminacido exdégena, apresentarem apés
longo periodo toda a sintomatologia classica da doenca bem como, com
0 conceito de alergia admitido hoje como fator importante na sua
patogenia.

O que chama atencao nos portadores de infeccdo chagasica, em
fase cronica, € a despropor¢do entre a intensidade das lesdes apresen-
tadas e a raridade dos cistos parasitarios.

Conforme foi referido anteriormente, deve-se a MAGARINOS TORRES,
em 1929, a introducao désse conceito, na patogenia da trypanosomiasis
americana.

Estudando a miocardite intersticial crénica, nessa doenca, TORRES
mostrou que tal processo néo representava a evolucao tardia ou positiva
da miocardite aguda difusa inicial, mas, sim uma miocardite em franca
evolucao continua e progressiva, atribuindo tal fato, ndo sé a acao
repetida do parasita, mas também, & constituicio de um estado alérgico.
E mais tarde, a estabelecer um ndvo conceito de que lesdes vasculares
precoces condicionam a reacao inflamatdéria nas infeccbes do S. cruzi,
voltou a afirmar: “as reacoes alérgicas, ou sejam processos patolégicos
modificados em virtude da infeccdo primaria anterior, desempenham
papel importante”.

Seguiram-se os trabalhos de Mazza e colaboradores (1941) sébre
certas manifestacées para o lado da pele e que éle as classificou como
alergldes dando-lhes um nome genérico de esquizotripanides.

MAzzA & JORG (1936), dividem sob o ponto de vista patogénico, a
evolugcao da enfermidade de Chagas em trés periodos:

1) Periodo primdrio, compreendendo o periodo de invasido com a
disseminacao pelas vias linfaticas e sangiiinea do agente infeccioso, no
qual as respostas dos tecidos sdo do tipo normérgico.

2) Periodo secunddrio, representado pelas sucessivas infeccoes
endogenas e na qual as reagdes dos tecidos sio em grande parte alérgicas.

3) Periodo tercidrio, representando a fase de reparacdo na qual
predominam os fenémenos de fibrose.

Em 1947, MunNiz & AzeveEpo, com o fim de esclarecer o modo pelo
qual age no organismo o S. cruzi, verificaram a possibilidade de ser
determinado um estado alérgico, em animais pela inoculacao de lisados
e suspensoes de formas mortas désse parasita e isentos de qualquer
proteina estranha.

Como animal de experiéncia usaram o rhesus (Macaca mulata),
por apresentar esse animal, quando infectado pelo S. cruzi, um quadro
Imunologico muito semelhante ao observado nos portadores de doenca
de Chagas.

Para éesses estudos, inocularam inicialmente 2 rhesus por via venosa,
com 5 doses de antigeno dadas com 3 dias de intervalo. Tal tratamento
tinha por fim determinar, nesses animais, um estado de sensibilidade
para as proteinas do parasita.

Decorridos 13 dias da ministracdo da ultima dose foi introduzida,
nesses animais, a dose desencadeante.
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Com o fim de observar as alteracoes que pudessem ocorrer no orga-
nismo désses animais apos o desencadeamento da reacao, foram os
mesmos sacrificados em periodos diferentes. Um déles recebeu, ainda,
3 doses do antigeno no decorrer désse periodo, para melhor poder ser
estudada a evolucao das lesoes acaso provocadas pelo desencadeamento
da reacao.

O soro désses rhesus, obtido antes de serem sacrificados, reagiu
fortemente na reacao de precipitina. |,

Nesses animais, as lesoes observadas foram de 2 tipos diferentes:
lesoes de natureza hiperérgica, para o lado da pléura, traduzidas por
processo inflamatorio e formacao de granuloma, e lesoes inflamatorias
do coracao, reproduzindo com exatidao, a miocardite encontrada na
doenca de Chagas.

Posteriormente, com o fim de eliminar a hipotese de que as alte-
racoes observadas no miocardio pudessem ser atribuidas a uma acao
toxica ligada ao corpo do parasita, inocularam dois outros rhesus.

- Um recebeu diretamente no musculo cardiaco 0,005 g, e pela veia
0,015 g, de massa dessecada de parasita, injecoes essas que foram feitas
no mesmo dia.

Outro recebeu, por via venosa, 5 injecoes de antigeno, dadas com
3 dias de intervalo, totalizado em 0,312 g de massa umida (lisados) e
0,042 ¢ de massa dessecada, representando uma dose bem mailor que
as injetadas nos dois primeiros rhesus.

Esses animais apresentaram grande tolerancia a tao elevada dose
de antigeno. Apesar de administrado por via venosa, €le nao determinou
reacdo ou choque algum, demonstrando tal fato, a pouca toxidez das
formas de cultivo.

Nestes rhesus, o exame histopatologico nao revelou a existéncia,
quer das lesOes alérgicas da pleura quer da reacdo inflamatoria do
miocardio, que se mostravam absolutamente integros.

Esses autores concluiram dessas experiéncias que as formas mortas
de cultivo do S. cruzi, se comportam da mesma maneira que uma albu-
mina heteréloga dotada de elevado poder sensibilizador, e que as lesoes
observadas, nao sé as da pleura como as do miocardio, decorriam do
particular estado criado pela sensibilizagdo. Que o Intenso processo de
miocardite encontrado nos dois primeiros rhesus, demonstra uma maior
sensibilidade do coracao em relagéo a qualquer outra viscera ou tecido,
em reagir apos estabelecido ésse particular estado quando em presenca
do antigeno do S. cruzi, constituindo-se por isso, num verdadeiro “orgao
de choque” e que tal fato podera encontrar explicacao, se for levada em
conta a grande predilecao demonstrada pelo parasita em localizar-se
nesse 6rgao, no decorrer do processo infeccioso.

A identidade do quadro histopatologico observado no miocardio
désses dois rhesus, com o encontrado nos portadores da doenca de Cha-
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gas, vem modificar segundo MuUNIz & PENA DE AZEVEDO 0 conceito admi-
tido pela maioria dos pesquisadores que se ocuparam do assunto, de que
a patogenia dessa doenca decorre de uma acao puramente mecanica ou

toxica exercido pelo parasita nos tecidos ou nos 6rgaos nos quais se
localizam.

A hipotese aventada por Torres, em 1929, encontrou nessas pes-
quisas a confirmacao experimental.

Prosseguindo nessa série de experiéncias, MUNIZ & PENA DE AZEVEDO
(1949), verificaram a possibilidade de transmitir passivamente, & seme-
lhanga das provas de Prausnitz-Kiinstner, de Loveless, etc.. o estado
alérgico assim obtido, inoculando por via intrapleural em rhesus nor-
malis, soro de animais da mesma espécie préviamente sensibilizados para
proteinas do S. cruzi, e reagindo a prova de precipitina.

Foram os seguintes os resultados a que éles chegaram dessas expe-
riéncias e de outras complementares realizadas com o mesmo fim:

a) O soro de rhesus sensibilizados por meio de injecoes repetidas
de antigeno de S. cruzi, é capaz de, quando injetado na pleura de animais
da mesma espeécie, porém normais, condicionar os tecidos dessa regiao,

a reagir de maneira especial quando em contacto com o antigeno
especifico.

b) Este modo de reagir das células de tecido pleural em presenca
do antigeno especifico estda condicionado a um contacto prévio dessas
células com sOro de animal sensibilizado pelo mesmo antigeno, demons-
trando assim estar o mesmo na dependéncia de uma reacao de tipo
antigeno-anticorpo. Este ponto de vista é reforcado pelos resultados
negativos obtidos em experiéncias para reproduzir tais aspectos, em
pleuras de rhesus normais com simples injecoes de antigeno ou da mis-
tura antigeno — tinta da China.

¢) O anticorpo responsavel possui capacidade de fixar no tecido
da pleura e condicionar €sse tecido a reagir de maneira especial, quando
em contacto com o antigeno especifico.

d) A auséncia de lesoes da pleura direita do animal em experi-
mentacao, que, embora sensibilizado pelo s6ro, nao recebeu diretamente
a dose de antigeno, demonstra a necessidade de um intimo e demorado
contacto entre o tecido sensibilizado e o antigeno, como ocorreu na
pleura esquerda do mesmo animal.

e) A constituicao das lesoes encontradas em conseqliéncia dessa

reacao, exige um prazo de tempo mais ou menos prolongado em vista
do seu carater inflamatdrio produtivo.

f) As lesoes encontradas sao comparaveis as que por €éles foram
anteriormente descritas na pleura de rhesus previamente sensibilizados
por via venosa, com antigeno de S. cruzi, nos quais a dose desencadeante
do antigeno, injetada por via pleural, foi feita com um intervalo minimo
de 13 dias, apds o animal ter recebido a ultima dose sensibilizante.
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Diante do que foi exposto, a patogenicidade do S. cruzi pode ser
NVA

R
ou parasitas; V — viruléncia; A — alergia infecciosa; R — Resisténcia.

expressa pelo féormula de Rich: D — , em que N — n.0 de germes

S A& *

Sob o ponto de vista da imunidade, o S. cruzi, caracteriza-se por
uma elevada antigenicidade. Nenhum dos protozoarios patogénicos
apresenta essa caracteristica de maneira tao acentuada.

Utilizando a via venosa, pode-se obter sOros com elevado teor de
anticorpos. Titulos aglutinantes de 1:50.000 e de 1:100.000 podem ser
obtidos imunizando coelhos ou cavalos com formas de cultivo do parasita.

Uma anélise mais aprofundada da constituicao antigénica do S.
cruzi, ainda esta para ser feita. Entretanto, componentes somaticos e
flagelar, componentes de grupo, polioside e componentes capazes de
reagir com anticorpos do tipo heterofilo ja foram assinalados na estru-
tura antigénica désse parasita.

SENEKJIE (1943) foi o primeiro a evidenciar, por meio de imune-
-sOros preparados em coelhos, componentes somaticos (O) e flagelar (H).

MuUN1z & FRreiTas (1944), trabalhando em soros de individuos por-
tadores da Trypanosomiasis americana, quer na fase aguda como na
fase cronica da doenca, evidenciaram igual fato.

Componentes relacionados com outros tripanosomideos, isto €, com-
ponentes de grupo, foram demonstrados por meio das reacoes de agluti-
nacao, precipitacao e fixacao de complemento.

E assim que imune-séros anti-Leishmania, anti-Endotrypanum
schaudinni aglutinam as formas de cultivo do §. cruzi, o mesmo
acontecendo em relacao ao imune-séro anti-S. cruzi que aglutina sus-
pensoes de cultivo do Endotrypanum schaudinni e de parasitas do género
Leishmania (MARQUES DA CUNHA & MuNi1z, 1944) .

Soro de portadores de Trypanosomiasis americana, em fase aguda,
aglutina formas de cultivo da L. brasiliensis, enquanto que soros de
portadores de leishmaniose cutdnea americana, sendo dotados de baixo
poder aglutinante, para a espécie homologa, sdo praticamente despro-
vidos de poder aglutinante para as formas de cultivo do S. cruz: (MUNIZ
& FREITAS, 1944) .

Imune-soros anti-cruzi e s6ros de portadores da Trypanosomiasis
americana fixam o complemento quando em presenca de suspensoes do
Trypanosoma equiperdum e equinum e da Leishmania brasiliensis (MuU-
N1z & FREITAS, 1944) .

Soros de portadores da Leishmaniose tegumentar americana, podem
fixar o complemento quando em presenca do antigeno do S. cruzi, €
idéntico fato pode ser observado em relacao aos séros de portadores de
Trypanosomiasis americana quando em presenca de antigenos de Leish-
mania brasiliensis (MUN1z & FREITAS, 1944; CHAFFEE el alii, 1956) .
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MuUNI1z & FREITAS (1944) foram os primeiros a isolar uma fracao
contendo polioside das formas de cultivo de S. cruzi, e utilizar essa
fracao como precipitinogénio na reacao de precipitina, com fins de
diagnostico.

Ja SENEKJIE (1941) havia isolado um poliéside da Leismania tropica,

tendo estudado o seu emprégo no diagnéstico do botdo do Oriente, por
meio do teste cutineo de hipersensibilidade.

Conhecendo os resultados obtidos por diferentes autores com o
empreégo do método de Fuller, na extracio do polioside, nao sO dos
estreptococos, como dos componentes do grupo das Shigelas, e o com-
portamento dessa fracdo nas reacdes de precipitina, permitindo a sepa-
racao dos diferentes representantes désses agrupamentos bacterianos,
MunN1z & FREITAS resolveram utilizar ésse método com a finalidade que
tinham em vista. |

Esses autores utilizaram diversos tripanosomideos além do S. cruzi
(amostra recentemente isolada e amostras mantidas em meio de cultivo,
varios anos), tais como: L. brasiliensis, L. donovani; Endotrypanum
schaudinni, Leplomonas oncopelti; Leptomonas culicidarum.

Désses diferentes parasitas extrairam fracOes contendo polidside e
estudaram, utilizando da técnica do anel, o comportamento dessas dife-
rentes fracoes quando em presenca de imune-séros especificos, prepa-
rados em coelhos, contra ésses parasitas verificando os seguintes fatos:

1) Essas diferentes fracdes eram capazes de reagir intensamente
quando em presenca dos respectivos imune-soros.

2) Davam reacoes de grupo com excecao das fracoes extraidas das
duas Leptomonas de insetos, que demonstraram comportamento dife-
rente, pois nao reagiram com nenhum anti-séro das espécies parasitas
de vertebrados com que trabalharam.

3) Soros anti-Leishmania, davam reacoes positivas com a fracao
do Endotlrypanum schaudinni.

4) Imune-soro anti-Endotirypanum schaudinni embora reagindo
fortemente com a fracao homologa, se mostrou incapaz de reagir com
as fracoes das duas espécies de Leishmania com que trabalharam.

5) O fato dos imune-soros anti-Leishmania reagirem com a fracao
Endotrypanum schaudinni, revela menor especificidade dessa reacao,
comparada com o aglutinogénio do mesmo parasita que, de acordo
com a verificacao de MARQUEsS pA CUNHA & MuNiz (1944) nao reagem
em presenca de aglutininas especificas para os parasitas do género
Leishmania.

6) A maneira idéntica de se comportarem nas provas de precipi-
tinas das fracoes extraidas, quer de amostras do S. cruzi, recentemente
isoladas, como de outras, mantidas ha varios anos, em meios artificiais
de cultivo, demonstra que tal fato nao interfere no comportamento
dessa fracao.

Esses resultados vieram demonstrar que a fracdo poliéside désses
tripanosomideos apresenta certa comunidade antigénica, ao contrario
do que ocorre com polidside de certas bactérias, que sdo absolutamente
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especificas. LazrLo (1950), que teve ocasiao de estudar, sob o ponto de
vista quimico, a fracao extraida do S. cruzi, concluiu conter ela glicidios
sob a forma de polidside.

Sob o ponto de vista imunolégico, o poliéside extraido das formas de
cultivo do S. cruzi, comporta-se como um hapteno, apesar de quando
inoculado em coelhos determinar a formacao de anticorpo, embora em
balxa concentracao, fato explicavel por nao representar um poliéside
em estado de pureza, mas, ligado a outros componentes, provavelmente
a um suporte protéico.

A massa de precipitado formada apoOs acao da acetona, quando sus-
pensa em soluto fisiologico revelou-se dotada de poder fixador, quando
em presenca de soros especificos.

Mais tarde, tendo por fim obter um componente mais puro e livre
de suporte proteico, MUNIz passou a extrair do precipitado, obtido pela
acao da acetona e apos prévio dessecamento, a fracao ativa por difusao
em soluto fisiologico ou solucao fisiologica tamponada.

Quanto ao comportamento dessa fracao como precipitinogénio, nas
provas de precipitina com finalidade de diagndstico, sera referida
posteriormente.

Quanto a componente (s) capaz de reagir com anticorpos hetero-
filos, foi evidenciada na estrutura antigénica do S. cruzi, por MUNIZ &
SANTOS (1950) por meio da hemodlise condicionada (Muniz, 1950). Esses
autores verificaram que a fracao polioside, quando absorvida por hema-
tias de iIndividuos possuindo no so6ro anticorpos heterofilos, reagia.
quando em presenca dos respectivos soros, embora nao foéssem porta-
dores de esquizotripanosomose.

A prova de absorcao demonstrou, que podiam ser de dois tipos ésses
anticorpos que assim reagiam, um relacionado com o anticorpo F (absor-
vido 100% com rim de cobaio), e o outro, relacionado com o anticorpo
da mononucleose (parcialmente absorvido com rim de cobaio e pratica-
mente com 100% de absorcao com globulos de carneiro) .

Esse fato levou MunNiz & SANTOS a concluirem da existéncia, nessa
fracao, de componentes com propriedades heterofilas, confirmando o
que haviam, em 1944, Mun1z & FREITAS demonstrado, isto é que o desa-
parecimento apos absorcao por rim de cobaio do poder aglutinante
apresentado para o S. cruzi, por certos sOros normais com anticorpos
heterofilos, falava a favor da existéncia de componente (s) heterogené-
tico (s), na estrutura antigénica do S. cruzi.

De todos os anticorpos, o amboceptor especifico, foi o primeiro a
ser evidenciado nas infeccoes humanas pelo S. cruzi e tem sido o mais
investigado no decorrer da infeccao, principalmente, com finalidades de
diagnéstico. Conforme foi assinalado anteriormente GUERREIRO & MAa-
CHADO, em 1913, foram os primeiros a demonstrar a sua presenca em
soros de portadores de Trypanosomiasis americana, utilizando antigenos
constituidos por tripanosomas obtidos de caezinhos muito infectados,
bem como, extrato aquoso glicerinado dos Oorgaos désse animal, de pre-
feréncia baco.
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Posteriormente, outros tipos de antigeno foram empregados, tais
como: antigeno de Watson (Muniz, 1930), Trypanosoma equinum e€
formas de cultivo de L. brasiliensis (MUN1z & FREITAS 1944), baseados
na existéncia de uma reacao de grupo com ésse componente.

Deve-se a KELSErR (1936) a introducao, na técnica de fixacao, de
antigenos constituidos por formas de cultivo do parasita suspenso em
soluto glicerinado.

No decorrer dos ultimos 15 anos, o seu emprégo generalizou-se
embora diferentes modificacoes quanto ao preparo tenham sido pro-
postas. E assim que LiEMm & VAN THIEL (1941) utilizam formas de cultivo
lavadas e dessecadas a 379; Davis (1943) formas de cultivo suspensas
em mertiolato a 1:10000; MunNiz (1948) formas de cultivo lavadas e
liofilizadas; FREITAS & ALMEIDA (1949) formas de cultivo tratadas pelo
método de BOER & Cox (1947); EspaNA & HammMoN (1948): CHAFFEE
et alii (1956), formas de cultivo dessecadas a — 550 tratadas pelo éter
sulfurico a — 159-189; depois a massa residual €& extraida com uma
solucao tamponada com pH 8.6-8.7, que apods centrifugacao é dessecada
e mantida em baixa temperatura.

Entretanto, até a presente data nenhum dos antigenos propostos
supera aqueéle constituido por formas de cultivo, obtidas em condicoes
otimas de desenvolvimento, e que apos lavagem sao liofilizadas e man-
tidas no frigorifico a — 30°, em ampolas fechadas até o momento de
emprégo, quando sao suspensas em soluto fisioldégico ou solucao tam-
ponada de Veronal. Esse tipo de antigeno possui a grande vantagem
de mostrar-se inalteravel e poder ser empregado dentro de uma concen-
tracao exata apos pesada.

Na execucao da reacao de fixacao, a técnica geralmente empregada
pela maioria dos autores que dela se tem ocupado € a classica, que
utiliza a unidade de complemento expressa em 100% de hemolise. Mais
recentemente, FREITAs & ALMEIDA (1949 ( propuzeram o emprégo da
tecnica quantitativa de WADSWORTH, MALTANER & MALTANER (1938)
utilizada no diagnostico da Sifilis, técnica essa ja introduzida por Bozi-
CEVICH, HoYEM & WALSTON (1946) no diagndstico de algumas parasi-
toses, com pequena modificacao quanto a maneira de avaliar os resul-
tados visando simplificar a execucao. Na técnica de WADSWORTH el alii
o grau de fixacao é medido quantitativamente em térmos de percen-
tagem de hemolise e envolve o uso de um quociente que exprime a
relacao entre a quantidade de complemento necessaria a determinar
50% de hembdlise, quando em presenca do sOro mais o antigeno e, a
quantidade de complemento necessaria a determinar 50% de hemodlise,
quando em presenca somente do soro. WADSWORTH et alit (1938) consi-
deram ésse quociente o indice da poténcia do s6ro a examinar e quo-
cientes maiores que a unidade evidenciam, segundo éles, uma reacao
de imunidade.

Sobre o valor da pesquisa do amboceptor especifico pela reacao de
fixacao do complemento no diagnéstico da Trypanosomiasis americana,
a quase totalidade dos autores, que dela se tem ocupado, sao acordes em
reconhecé-la como o meio mais seguro para evidenciacao dos casos
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cronicos, nao sendo superada nesse particular por nenhuma outra rea-
cao de tipo imunolégico. Entretanto, quanto ao seu comportamento em
relacao a casos agudos e subagudos, divergéncias fundamentais existem.

Sem pretender fazer uma exaustiva citacao bibliografica sobre o
assunto, focalizaremos apenas os pontos de vista extremos, de pesqui-
sadores brasileiros.

E assim que Muniz obtém 100% de reacgoes positivas nos 67 casos
de forma aguda que teve ocasido de estudar no decorrer dos ultimos
15 anos, casos €sses oriundos, a maioria déles de Bambui, Estado de
Minas Gerais, e internados no Hospital Evandro Chagas (Instituto Os-
waldo Cruz). Os soros oriundos désses casos reagiram de igual maneira
a prova de precipitina (técnica de Muni1z & FREITAs, 1944) .

Inicialmente MuNiz (1944-1947) trabalhou com o antigeno de Davis,
mas posteriormente (1947 a 1959) passou a usar formas de cultivo
liofilizadas suspensas no momento do emprégo em soluto fisiologico ou
solucdo tamponada de Veronal. A técnica utilizada, a principio, na
execucao de reacao foi a classica, em que a unidade de complemento
expressa em 100% de hemdlise é determinada em presenca do antigeno,
sendo na reacao empregada a unidade retificada com 0,1 ml.

Posteriormente, passou a usar a mesma técnica com algumas modi-
ficacoes cujos detalhes constam do final déste trabalho.

PELLEGRINO & BRENER (1952) praticando a reacao de fixagao no
soro de 14 pacientes na fase aguda, verificaram que ela resultou positiva
em 6 casos, duvidosa em 1 e negativa em 7. Entretanto, ésses mesmos
autores, estudando o comportamento na reacao de precipitina (técnica
de Muni1z & FrREITAs) do soOro de 39 criancas na fase aguda da doenca,
verificam que 38 delas dao uma reacado positiva e somente em um ela
se mostrou negativa. Todos os casos em que os SOros reagiram, apre-
sentaram tripanosoma no sangue, enquanto que no caso negativo o
parasita s6 pode ser revelado por meio de xeno-diagnostico.

PEDREIRA DE FREITAS (1951), usando técnica de Wadsworth, Mal-
taner & Maltaner e um antigeno constituido por formas de cultivo
dessecadas e tratadas pelo benzeno, depois suspensas em agua destilada
acrescida de cloroformio com o fim de geleificar a massa de tripano-
somas, obteve o seguinte resultado, em 14 séros de casos agudos e suba-
gudos estudados: 7 ndo reagiram; em 2, o titulo foi menos que 2,0; e
em apenas 5, maior que 2,0.

Rass1 et alii (1958) estudam 18 casos agudos, cujos sOros foram
enviados ao Departamento de Parasitologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Préto, servico do Prof. Mauro Pereira Barreto, e as reagoes
praticadas pelo Dr. Astolfo Ferraz de Siqueira usando a técnica de
Wadsworth et al. e possivelmente o mesmo antigeno de P. Freitas, com
os seguintes resultados: dos 18 casos, a reacao foi positiva em 16, nos
quais o tempo da doenca variou entre 13 e 31 dias; nos dois restantes,
em um, o sOro se mostrou anticomplementar e no outro a reacao foi
duvidosa, nas amostras de séro colhidas no 18.°0 e 27.0 dia da doenca
(titulo 1,5) .
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Dias (1955) refere, em trabalho estatistico, que em 131 casos obser-
vados pelo posto de Bambui e apresentando tripanosoma no sangue ao
exame direto, a reacao de fixacao com antigeno de Davis foi positiva
em 124 (94,6% ), negativa em 4 (3,1%) e duvidosa em 3 (2,3%).

Dificil se torna a interpretacao de resultados tao discordantes prin-
cipalmente se levarmos em conta que foram obtidos alguns déles utili-
zando-se antigenos preparados por métodos diferentes e as reacoes nao
foram conduzidas dentro da mesma técnica.

Entretanto os resultados relatados por Rassi ef al., obtidos empre-
gando técnica igual a usada por P. Freitas, e com maior casuistica que
ésse autor, confirma os resultados obtidos por MUNi1z e os referidos por
Di1as, os quais demonstram nao assistir nenhuma razao a FrRertas (1951)
quando procura assemelhar o quadro sorolégico observado na Trypano-
somziasis americana como o observado na sifilis, na qual usando suas
proprias expressoes ‘‘depois de um periodo pré-sorolégico em que nio
ha anticorpos (ou reaginas) fixadores de complemento no sangue, éstes
vao aumentando progressivamente para sé6 mais tarde no secundarismo,
atingirem altos valores”.

CHAFFEE et alit (1956) comentando os resultados obtidos por FREITas
& ALMEIDA (1949) atribuem os indices baixos por éles obtidos (1,7 — 4,8),
talvez, a alteracao das formas de cultivo no decorrer do preparo do
antigeno, como também ao curto espaco de tempo por éles utilizado
para a fixacao em baixa temperatura (4 horas 3°-69) .

Na reacao de fixacao, CHAFFEE et al. utilizam 5 unidades de com-
plemento C’H;o; 0,1 ml de sOoro nao diluido, ou em diferentes diluicoes
quando o método é quantitativo, e a fixacao é realizada pelo espaco de
16 a 18 horas a 39-69.

E. CHAGAs (1934) em experiéncia in anima nobile refere que a rea-
cao de fixagao mostrou-se positiva ja no 10.°0 dia apoés inoculacido do
parasita e que, embora o sangue retirado no 8.9 dia se mostrasse capaz
de infectar cobailos, o tripanosoma s foi encontrado pelo exame direto

no 37.9.

LiIEmM & VAN THIEL (1941) trabalhando com caes assinalam que as
reacoes de fixacdo se tornam mais intensas com o aparecimento de
tripanosomas no sangue periférico.

MunNiz & FREITAs (1946) infectando 4 rhesus pela conjuntiva, veri-
filcaram que a reacao de fixacao mostrou-se positiva ja no 5.0 dia do
periodo pre-patente, cuja duracao variou entre 8 e 10 dias. Em 12 cies
infectados experimentalmente com amostras obtidas de casos humanos
€ nos quais os periodos pré-patentes variaram entre 9 e 14 dias, a reacio
de fixacao se mostrou positiva em 6 animais entre o 6.2 e o 8.0 dia;
em 4 entre o 9.2 e o 10.9 dia; permanecendo negativa em 2, que s6
vieram a positivar no periodo patente (Muniz et al., 1953).

Embora possam ocorrer variacoes quanto & sua intensidade, ela
permanece positiva no decorrer da fase crbénica ,mesmo sem nenhuma
sintomatologia como demonstram casos estudados desde a fase aguda
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e que voltaram a ser observados 6, 8 e até 30 anos depois. As variacoes
observadas quanto a intensidade da reacao parecem indicar uma maior
atividade do parasita no organismo. '

Fora dos casos em que reacoes de grupo podem ocorrer (Leishma-
niose tegumentar americana), (MUNi1z & FRreiTas, 1944; CHAFFEE el al.,
1956) , conforme foi assinalado anteriormente, a reacao de fixacao é espe-
cifica, como demonstram as estatisticas de LIEM & VAN THIEL (1941)
na Holanda, de DAvis & SuLLIVAN (1946) obtida nos Estados Unidos,
paises em que a Trypanosomiasis, nao ocorre ou nao é endémica.

Liem & VAN THIEL referem, entretanto, que sbéros de 4 casos de
ulcus molle, de 6 examinados deram resultados positivos com o antigeno
de S. cruzi o mesmo ocorrendo com o s6ro de coelho imunizado com a

vacina Dmelcos; e que de 146 s6ros Wassermann positivos, 4 foram
capazes de reagir com o antigeno de S. cruzi.

CHAFFEE et al. (1956) referem que, extraindo pelo éter a massa
previamente dessecada das formas de cultivo do S. cruzi, com a qual
preparam o antigeno por éles utilizado, puderam reduzir consideravel-
mente a freqiiéncia de falsas reacoes soroldgicas, e que ésse fato sugere
a possibilidade de ocorrerem lipidios semelhantes aos que reagem com
soros sifiliticos, na estrutura antigénica do S. cruzi.

* 3 S

Quanto as lisinas temos os trabalhos de DeEnNisoN (1943), que estu-
dando o poder litico de sOros de ratos infectados com S. cruzi, verificou
que lisavam as formas de cultura, ocorrendo tal fendmeno em menos
de duas horas, quando os s0ros em questao eram empregados em natu-
reza € num maior espaco de tempo, quando diluido a 1/5. Nos animais
infectados, mas que tinham sido previamente bloqueados, o poder litico
mostrava-se diminuido.

Retomando ésses estudos em 1945, MuNi1z & BORRIELLO verifi-
caram que sOros normais, quer do homem, como do cobaio, lisavam as
formas de critidias, elementos que constituem cérca de 80% do cultivo,
enquanto as formas de leishmania, as critidias evoluindo para metaci-
clicos e, éstes ultimos, nao se mostravam sensiveis a essa acao e que
esta ocorria por conta de lisinas naturais ligadas a atividade do com-
plemento e que a sensibilidade demonstrada por elas invalidava o seu
emprégo em ensaios, com o fim de verificar a presenca de imunolisinas
no sangue de animais infectados.

Trabalhando com suspensoes puras de metaciclicos obtidos de cul-
tura e com suspensoes de tripanosomas metabolicos, obtidos de animais
infectados, MuN1z & BORRIELLO constataram os seguintes fatos:

Que os metaciclicos eram mais sensiveis a acao litica de soOros
quer imunes, como de portadores da Trypanosomiasis, que as formas
metabolicas.

Que essas, embora lisadas quando em presenca de imune-sOros se
mostravam menos sensiveis a essa acao quando em presenca de SOro
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chagasico, embora um certo numero de formas viessem a sofrer a lise.
Ao contrario dos metaciclicos, que apresentavam grande tendéncia a

se aglutinarem em presenca désses soros, os metabdlicos opunham u’a
maior resisténcia.

Que de 10 soros de portadores da doenca de Chagas s6 2 déles pro-
vindos de casos recentes, se mostraram dotados de poder litico.

Quanto a transformacio dos tripanosomas metabdlicos em elemen-
tos leishmaniotides, MuNiz & BORRIELLO verificaram o seguinte:

Que essa transformacao era mais intensa quando em presenca de

imune-soros e de soros de portadores da infeccdo, que de individuos
normais.

A relacao entre o numero de formas de tripanosomas e de elemen-
tos leishmanioides encontradas nas diferentes misturas ensaiadas, foi
acima de 26,6 para os s6ros normais, e nao ultrapassou 1,31 para oOs
soro-imunes e de portadores de Trypanosomiasis. O indice mais baixo,
0,05, foi obtido com sdro de chagasico.

Essa observacao levou MuNi1z & BorriELLO a admitirem representar
essa transformacao em formas de leishmania, nao s6 como uma necessi-
dade biologica com fins de multiplicacao, mas também, como um ato
de defesa do proprio parasita. E que, possivelmente, o determinismo que
preside a transformacao das formas de leishmania em tripanosoma, no
organismo do vertebrado esteja condicionado em grande parte a um

aumento da diminuicao do poder destrutivo exercido pelo organismo
sObre o parasita.

Quanto as aglutininas, apesar das referéncias da acdo de imune-
-soros, bem como a constatacao do poder aglutinante de séro de cobaio,
quando infectado pelo S. cruzi (PACKCHANIAN, 1935; SENEKJIE, 1943),
nenhuma demonstracao havia sébre o comportamento dos séros de por-
tadores da infeccao chagasica em relagdo a ésse anticorpo. O primeiro
estudo relacionado com éste assunto, consta do trabalho publicado em
1944 por MuN1z & FREITAS no qual demonstram que em 6 casos agudos
estudados, os titulos aglutinantes variavam entre 1/2560 a 1/10240

enquanto que, em 24 casos cronicos, os titulos observados variaram
entre 1/160 e 1/2560.

Posteriormente, numa casuistica de cérca de 211 casos cronicos
diagnosticados pela reacao de fixacao do complemento, puderam MUNIZ
& FREITAS (1946), constatar que titulos mais baixos que 1/160 podiam
ser obtidos tais como 1/80, 1/40 (15%), tornando-se dificil, nesses casos,
decidir sObre a positividade da reacdo, em vista de sOros de individuos
nao portadores da infeccao poderem aglutinar formas de cultivo do
S. cruzi nessas diluicoes.
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Estudando a evolucao dos titulos aglutinantes em séros obtidos de
4 doentes desde a fase aguda, puderam ésses autores verificar variacoes,
conforme se pode ver no quadro abaixo:

PACIENTES M.L. J.A. I.G. H.C.
Dias de intec- ]
cio..... . 15 45 85 115 145 18 48 116 600 20 50 83 113 27 57 88

Titulos aglu-
tinantes. ..

10 240| 2 560| 1280 1280 128C|12800| 2560| 1280 320(10240| 2560 640 320| 2560) 640 160

E num doente cuja infeccao datava de 30 anos, o titulo aglutinante
verificado foi de 1/640. HAauscHKA et al. (1950) constatam o que MuUNIZz
& FRrEITAs haviam assinalado em trabalho anterior, isto é, que soros
cronicos podem exercer atividade aglutinante sobre as formas de cultivo
do S. cruzi; que a atividade do fendmeno variava com a amostra utili-
zada; que em 4 s6ros de moléstia de Chagas em que trabalharam obti-
veram aglutinacao intensa e uniforme em todas as cépas estudadas.

Quanto ao poder aglutinante de soro de animais quando infectados
com S. cruzi, MuNiz et al. (1952) puderam constatar de inicio que nesses
animais, mesmo quando nao infectados, o séro era capaz de aglutinar
as formas de cultura do S. cruzi, em titulos bem elevados (1/160 a
1/1 200) e que tal fato nao decorria da existéncia de anticorpos naturais,
pois ésses sOros, apds a absorcao com as formas de cultivo do parasita,
nao apresentaram praticamente nenhuma variacdo em relacao ao titulo
primitivo. Quando infectados, pequenas variagoes puderam ser obser-
vadas nesses titulos no decorrer do periodo pré-patente, mas ja no
periodo patente constataram que os titulos iniciais apresentavam-se
bem mais elevados (1/640 e 1/2 560), para cairem de maneira acentuada
no periodo pos-patente.

Nessas experiéncias trabalharam em 12 animais, todos adultos, que
foram infectados por via peritonial com sangue de cobaio, contendo o
parasita (amostra humana) .

GoBLE (1952) constatou, também, que as amostras de cultivo do
S. cruzi com que trabalhou ,aglutinavam em presenca de soros de caes
normais (titulo 1/200), embora titulos um pouco maiores fossem obtidos
no periodo patente em alguns déles depois de infectados. Concluiu ésse
autor, ser de pouco valor ésse teste nos animais com que trabalhava.

Muni1z & FreITas (1946) puderam verificar, em rhesus (4) infec-
tados experimentalmente, que no 2.2 dia do periodo patente os soros ja
apresentavam titulos variando de 1/160 a 1/320 os quais rapidamente
subiram, para no 10.2 dia do periodo patente, oscilarem entre 1/1 230
a 1/2 560, conservando-se alto até a morte. Num dos rhesus que perma-
neceu infectado por 20 meses, o titulo aglutinante verificado apos €sse
periodo foi de 1/1280, embora nao apresentasse parasita no sangue
pelo exame direto.

O emprégo, na técnica de aglutinacao de suspensoes mortas do
parasita (acido fénico, formol, etc.) em vez de suspensoes vivas, diminui
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de muito a sensibilidade do teste, principalmente quando se trabalha
nao com imune-soro de elevado poder aglutinante, mas com séros de
Individuos ou animais portadores de infeccao. A técnica de 14mina com
leitura apos 3 a 5 minutos proposta por SENEKJIE é despida de qualquer
valor, principalmente nesses casos.

Uma das dificuldades na prova da aglutinacido é que nem toédas as
amostras do S. cruzi se prestam a ser utilizadas, por apresentarem aglu-
tinacao espontanea, quando suspensas em soluto contendo eletrolito
(NaCl), sendo que as culturas em meios liquidos sdo as que mostram
malor tendéncia a apresentarem ésse fendmeno. A leitura, apds 24 horas,
a 379, € a que melhor resultado fornece.

Recentemente NusseENZwWEIG & FARIA (1955), com o fim de melho-
rar a técnica de aglutinagio, procuraram introduzir a prova de anti-
globulina (Prova de Coombs indireta). Controlando pela reacao de
fixacao do complemento, verificaram que em 61 séros positivos para a
reacao de fixacdo, 60 apresentaram a prova de Coombs positiva. De 97
soros com a reacédo de fixacdo negativa para doenca de Chagas, sdbmente
2 foram Coombs positivos.

Contudo, segundo €les, o emprégo da prova de Coombs rotineira-
mente e dificultado pela necessidade de ser usado como antigeno o fla-
gelado vivo, porque as suspensoes mortas sdo pouco aglutinaveis.

X = *

O 1solamento da fracao polidéside das formas de cultivo do S. cruzi,
por MUN1z & FREITAS em 1944 e 0 seu emprégo como precipitinogénio
na reacao de precipitacdo permitiu a introducao de um meétodo valioso,
quer no estudo da imunidade, como na evidenciacio de casos da Trypa-
nosomziasis americana.

Embora utilizando a técnica menos sensivel nesse tipo de reacio,
como seja a técnica do anel, aquéles autores, em 20 soros de portadores
de infeccao, puderam verificar que todos aquéles oriundos de casos
agudos deram reacoes positivas, sendo que 5 reagindo fortemente dentro
dos primeiros 10 minutos, e 1, menos intensamente, entre 10 a 20 minu-
tos. Dos 14 soOros oriundos de casos crénicos, 6 foram capazes de reagir,
sendo 4 com média intensidade e 2 fracamente.

Dois dos sOros de casos agudos, que reagiram intensamente, foram
obtidos vinte poucos dias apds o aparecimento dos primeiros sintomas
da doenca (manifestacoes oculares).

Em relacao a um dos doentes que forneceu material para ésses
estudos, constataram que no decorrer de 6 meses o respectivo séro per-
maneceu dotado de elevado poder aglutinante para as formas de cultivo
do parasita, bem como, precipitava fortemente a fracdo polidside.

Um dos sOros no qual a reacdo de precipitina foi positiva, que
mostrou-se capaz de aglutinar o S. cruzi, no titulo de 1/2560 e fixar -
fortemente o complemento em presenca do antigeno especifico, provinha
de um auxiliar do Instituto Oswaldo Cruz nascido em Lassance (zona
em que grassa endémicamente o Trypanosomiasis americana), mas ha
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muitos anos residente na Capital do pais. Sua atividade no Instituto
Oswaldo Cruz consistia em examinar exemplares de triatomideos utili-
zados na prova do xeno-diagnéstico. Néle, nao s6 o exame direto do
sangue, como numerosos xenos realizados em diferentes epocas haviam
dado resultados negativos. Esse funcionario, cérca de 15 anos depois de
realizados ésses exames, veio a falecer de morte subita.

Nesse trabalho os autores assinalam uma estreita relacao entre o
teor de aglutininas e a intensidade da reag¢ao de precipitina.

MuNiz (1947) em outro trabalho no qual estuda o comportamento
na reacao de precipitacao e aglutinacao de séros de 21 novos casos, obti-
dos nao sO em plena fase aguda como em diferentes periodos da evolucao
da doenca, obteve resultados iguais aos relatados anteriormente por
MUN1zZ & FREITAS (1944-1946), isto €, um elevado teor de imune-soros
(aglutinina e precipitina) no periodo inicial (fase aguda), seguida de
uma queda progressiva désses titulos, com a passagem da infeccao para
a fase cronica. As menores concentracoes verificadas foram em 2 doentes
com baixa idade (1-2 anos) cujos sb6ros aglutinavam em titulos de
1/1 280. A prova de precipitina se mostrou positiva em todos os casos

agudos e, em alguns, mesmo depois de decorrido um periodo de 3 a 4
meses apos o inicio dos primeiros sintomas.

Nesse trabalho Muniz, mostrando as vantagens da técnica de pre-
cipitina como meétodo de diagnostico, assinala os seguintes pontos:

a) Teécnica de reacao extremamente simples.

b) Precipitinogénio estavel e de duracao longa desde que seja
guardado livre de contaminacao.

¢) Quantidade minima de so6ro para reacao (0,2 ml).

d) Resultado imediato, pois a maioria dos sOros em casos agudos,
reagem nos primeiros minutos.

e) Absolutamente especifica, pois apesar do precipitinogénio do
S. cruzi reagir em presenca de imune-sOros preparados em coelhos com
amostras de diversas espécies de Leishmania (MuUNi1zZ & FREITAs, 1944),
tal fato nao ocorre em presenca de soros de individuos portadores da
Leishmaniose tegumentar americana e da Leishmaniose visceral ameri-
cana, devida a baixa concentracao de anticorpos que €les possuem.

f) Ela pode constituir um indice do grau de imunidade humoral,
pois geralmente ocorre, quando o poder aglutinante do soro se apresenta
em titulos, em torno de 1/500.

g) Como a imunidade humoral esta quase sempre ligada a maior
ou menor atividade do parasita no organismo, ela podera constituir,
também, um indice dessa atividade, como ocorre nas formas agudas e
subagudas da doenca.

h) De grande utilidade nos inquéritos epidemiologicos para evi-
denciacao de novos casos (agudos e subagudos).

Quanto ao valor no diagnostico dos casos crénicos, assinala ésse
autor, que éle decai muito, como teve ocasiao de assinalar em 1946
(MUNIZ & FREITAS), estudando o sOro de 211 casos nessa fase, nos quais
observaram somente em 18%, resultados nitidos.
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Nesse mesmo trabalho MuN1z refere que adsorvendo a fracdo polio-
side (precipitinogénio) a particulas de coldide ou de carmim_conseguiu
resultados animadores no diagnoéstico dos casos cronicos apesar das des-
vantagens do meétodo, por ser de técnica extremamente delicada, po-
dendo conduzir a falsos resultados quando ndo manejados com grande
controle.

PELEGRINO & BRENER (1952) em 14 casos agudos obtém 1009% de
reacoes de precipitina positivas (técnica de MuN1z & FRrerTas, 1944),
Inclusive em 2 casos quando repetida 3 meses apos o inicio da infeccéo.

Muniz & FREITAS (1946) assinalam que em 4 rhesus infectados
experimentalmente, a reacdo de precipitina tornou-se positiva entre o
4.9 e o0 5.9 dia do periodo patente, permanecendo assim até a morte
dos animais.

Muniz el al. (1952) em 12 caes infectados experimentalmente,
puderam observar que a reacdo mostrou-se positiva, ja no periodo pré-
-patente em 10 dos animais inoculados, sendo que em 1, no 6.0 dia,
em 4 entre 0 8.0 e 0 10.° dia e em 5 entre 0 11.2 e o 14.0 dia, permanecen-
do negativo em 2. No periodo patente, todos éles deram resultados posi-
tivos e no periodo pés-patente, a reacdo veio a se negativar num dos
animais, 5 dias antes de sua morte, e num outro, apés 10 meses de in-
feccao. Nos demais, ela permaneceu positiva com intensidade variavel,
sendo que apos 3 meses de infeccédo, os soros de 3 dos animais reagiram
alnda fortemente, enquanto que de um outro em média intensidade: e
de 2, fracamente.

PELEGRINO & BRENER (1953), em 12 cies infectados experimental-
mente, usando a técnica de Muni1z & FREITas, constataram a presenca
de anticorpos precipitantes em séro de 11 désses animais, coincidinde
tal fato com o aparecimento de tripanosomas no sangue circulante, 15

a 20 dias apos a inoculacdao. S6 em um uUnico animal o resultado foi

negativo.
¥ & *

A adsorcao a hematias da polidside do S. cruzi, com o fim de estudar
0 comportamento désses elementos assim sensibilizados quando em pre-
senca de soros de individuos portadores da Trypanosomiasis americana,
1sto €, na prova da hemo-aglutinacao, levou Mun1z (1949) a observar
a ocorréncia de hemdlise mesmo quando trabalhava com hematias do
proprio doente, postas em presenca do respectivo sdro niao inativado.

Diferentes ensaios permitiram que MuNi1z caracterizasse o fenémeno
observado com uma reagdo antigeno-anticorpo, representados pela fra-
¢cao adsorvida e o anticorpo especifico, e com isso acarretando o com-
plemento. Como a especificidade das hematias nao interviesse no fené-
meno. MuNiz (1949) deu-lhe o nome de “hemdlise condicionada’.

De inicio, €le pensou constituir tal fato um caso particular rela-
clonado com a fracao do S. cruzi em estudo, mas logo apés a publicacio
désse trabalho aparece um outro de FisHEr & KrogH (fevereiro, 1950),
constatando o mesmo fendOmeno com polissacaridios bacterianos (Hae-
mophilus pertussis). MIDDLEBROOK, pOsto a par désse trabalho, verifica
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na tuberculose, e propoe (agosto 1950) como havia sido sugerida ante-
riormente por Muniz (1949) o emprégo de hematias do proprio doente
ou do grupo O, na técnica da hemoaglutinacdo e na ‘“modificacao
hemolitica do teste da hemoaglutinacao”, como passou a denominar o
fendmeno da “hemolise condicionada’, descrita por MUNIz.

THOMAS & MENNIE (dezembro, 1950) constataram idéntico fato em
relacao a Salmonella typhi, no Proteus, na Neisseria gonorrheae e O
denominaram de “Polysaccharide lysis test”.

Uma série de trabalhos sairam posteriormente, mostrando que o
fendmeno da “hemdlise condicionada” é um fendomeno de carater geral.

ALMEIDA & AZEVEDO (1952) estudando comparativamente a “hemo-
lise condicionada” e a “hemolise especifica” demonstram a sua seme-
lhanca, em vista de seguirem as mesmas leis e apresentarem idénticas
relacoes entre os elementos da reacao.

Em 1950 Muniz demonstrou a possibilidade do seu emprégo no
diagnostico da doenca de Chagas.

Como havia sido demonstrado, pela prépria reacdo da “hemolise
condicionada’”, que a fracdo poliéside do S. cruzi reagia com antigenos
heteréfilos do tipo F, e da mononucleose, tornou-se necessaria a obsor-
¢cao prévia com rim de cobaio, glébulos de carneiro de boi, dos soros a
serem investigados, com o fim de retirar os anticorpos nao especificos.

Embora a técnica da “hemdlise condicionada” seja extremamente
simples, pois pode-se nela utilizar as hematias do proprio doente ou do
tipo O, assim como, hematias de carneiro ou de cobaio, as operacgoes de

absorcao tornam muitas vézes o séro altamente impediente, interferindo
dessa maneira nos resultados.

O isolamento e o emprégo de uma fracao nao reagindo com anti-
corpos heteréfilos podera transformar a ‘“hemolise condicionada”, num
valioso reativo na pesquisa dos portadores da infeccao chagasica.

¥ 2 *

Conforme foi assinalado anteriormente, as primeiras referéncias a
presenca de componentes heterogenéticos na estrutura antigénica da
S. cruzi, sdo devidas a MuNi1z & FReITAs (1944) e GRANA (1944).

HeNDERSON-BEGG (1946) demonstra a existéncia de aglutininas do
tipo heterofilo em titulos bastante elevados na Trypanosomiasis afri-
cana (doenca do sono) e verifica que elas sido absorvidas parcialmente
por globulos de boi e com polpa de rim de cobaio, concluindo serem
diferentes das observadas na doenca do sono e na mononucleose.

GoEs (1947) e GoEs & Bruno Loo (1950-1951), praticando o teste
de Paul-Bunnell-Davidsohn em séro de 5 pacientes com doenc¢a de Cha-
gas, encontraram titulos aglutinantes variaveis de 1/112 a 1/224 e
concluem serem aglutininas do tipo Forssmann, por serem absorvidas
em percentagens de 86% a 100% pela suspensao de rim de cobalo.

Muniz & SANTos (1950) investigam_ sob diversos aspectos, a questao
da presenca de hemolisinas e aglutininas para globulos de carneiro em
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soros de individuos portadores da Trypanosomiasis americana — tanto
na fase aguda da doenca (15 casos), quer na fase crdnica (50 casos),
encontrando os seguintes titulos:

AGLUTININAS PARA HEMATIAS DE CARNEIRO

)
N.o de casos. .. 5 6 4

Titulos........ 1/640 1/1280 1/2560

CASOS AGUDOS............... ..

HEMOLISINAS PARA HEMATIAS DE CARNEIRO

N.c de casos. .. 1 4 6 | 4

Titulos... .. ... 1/640 1/1280 1/2560 1;6120

e o

AGLUTININAS PARA HEMATIAS DE CARNEIRO

N.o de casos. .. 2 2 6 18 17 5

S— —

Titulos..... ... 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640

CASOS CRONICOS.......... ... . ... .. .

HEMOLISINAS PARA HEMATIAS DE CARNEIRO

N.o de casos. .. 1 2 2 4 14 21 6

Titulos........ 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 | 1/1280

Baseado nos resultados obtidos em uma série de ensaios, ésses auto-
res concluem:

a) Que aglutininas e hemolisinas de tipo heterdfilo ocorrem no
soro de individuos portadores da Trypanosomiasis americana.

b) Que o titulo hemolitico encontrado se mostrou muitas vézes
superior ao titulo aglutinante.

c) Que na fase aguda da doenca os titulos encontrados, quer de
hemolisinas como de aglutininas heterofilas, sao mais elevados que na
fase croOnica.

d) Que existe uma relacao mais estreita entre aglutinacao espe-
cifica e poder hemolitico do que entre a aglutinacao especifica e a aglu-
tinacao de tipo heterofilo.

e) Que a queda do poder aglutinante especifico é seguida de uma
baixa nos titulos dos anticorpos heterofilos.

f) Que as hemolisinas e aglutininas heterdéfilas, presentes no soéro
dos individuos portadores da Trypanosomiasis americana, Sa0 absorvi-
das intensamente com polpa de rim de cobaio e com menor intensidade
com globulos de boi (50 a 80%) .

g) Que éste comportamento difere daquele apresentado pelas
aglutininas heterofilas encontradas nos portadores da ‘“doenca do sono”.

h) A absorcao com o antigeno especifico (formas de cultivo do
S. cruzi), embora retire as aglutininas especificas para o parasita, causa
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somente uma pequena diminuicao no teor de anticorpos de tipo hete-
rofilo (aglutininas e hemolisinas) e que a absorcao com polpa de rim
de cobalo, embora elimine os anticorpos de tipo heteréfilo determina

somente uma pequena variacao no titulo aglutinante especifico (formas
de cultura).

J) A inoculacao de antigeno do S. cruzi (formas de cultura mortas
pelo tormol e formas vivas) na vela de coelhos, determina um aumento
do poder hemolitico do soro désses animais para hematias de carneiro.
Fato semelhante é obtido inoculando formas de cultivo aquecidas pelo
espaco de 1 hora a 100C (teor hemolitico observado inicialmente, 1,/10
— 1/20; apos imunizacao, 1/320 e 1/640) .

k) Aglutininas heterofilas nao ocorrem no séro de coelhos imuni-
zados com S. cruzi.

1) Que presenca de hemolisinas naturais, embora em titulos baixos
(1/10 e 1/20) no soro de coelhos antes de serem submetidos & imuni-
zacao com formas de cultura do S. cruzi, ndo permite que se conclua
que o0 aumento de teor verificado corra por conta de imunolisinas recem-

-formadas ou apenas por aumento das lisinas naturais, provocado pelo
processo de imunizacao.

m) Os imune-soros anticruzi preparados em coelho, ao lado de
um poder aglutinante especifico (formas de cultivo), apresentam uma
atividade hemolitica acentuada para hematias de carneiro, como de-
monstram os seguinfes ensaios:

Imune-soro I — Titulo aglutinante para o S. cruzi 1/240
Hemolisinas anticarneiro 1/640

Imune-séro II — Aglutininas para o S. cruzi 1/1 200
Hemolisinas anticarneiro 1/320

Imune-soro III — Aglutininas para o S. cruzi 1/1 200
Hemolisinas anticarneiro 1/320

n) Hemolisinas heterofilas presentes nos imune-séros anticruzi
sao absorvidas totalmente pela polpa de rim de cobaio, mas nao pelas
hematias de boi.

0) Nenhuma relacao existe entre uma maior ou menor concen-
tracao de anticorpos heterodfilos e os varios tipos sangiiineos.

p) Que pela reacao da “hemolise condicionada”, ficou demons-
trado que anticorpos heterofilos do tipo F (100% absorvido com polpa
de rim de cobaio) e do tipo da mononucleose (absorvido parcialmente
com rim de cobaio e 100% com hematias de carneiro) existentes em
soros de individuos ndo portadores da Trypanosomiasis americana, eram
capazes de reagir com a fracao polioside extraida das formas de cultivo
do S. cruzi. Esse fato evidencia a existéncia na estrutura antigénica
désse parasita, de componentes capazes de reagir com ésses tipos de
anticorpos.

q) Que levando em consideracao que os anticorpos de tipo hete-
rofilo sao capazes de reagir na reacao de fixacao do complemento com
antigenos désse grupo, invalida o emprégo nesse tipo de reacao de anti-
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genos preparados com orgaos de animais pertencentes ao grupo cobaio,
com finalidades de diagnédstico, em doencas parasitarias nas quais
ocorrem muitas vézes anticorpos heterofilos em elevada concentracao.

* X s

Como evolue a imunidade humoral nos portadores da Irypanoso-
miasis americana?

Confrontando os dados obtidos com as diversas reacoes sorologicas
(aglutinacao, precipitacao e fixacao do complemento) nas trés fases da
infeccao com a evolucao da parasitemia nesses periodos, constata-se
que a ascensao do teor em anticorpos no sangue corresponde justa-
mente a passagem crescente de unidades parasitarias para a corrente
circulatéria, oriundos nao s6 do foco inicial de infec¢cao, como de novos
focos formados pela disseminacao do parasita no organismo a custa das
vias linfaticas e sangiiineas, fato que caracteriza o inicio do periodo
patente.

Essa elevacao, que se proeessa rapidamente e que resulta de um
mailor estimulo exercido pelos parasitas soObre os elementos, que distri-
buidos pelo organismo atuam na génese dos anticorpos, vem se estabi-
lizar, apoés alguns dias, permanecendo entao em niveis bem altos (titulos
aglutinantes variando de 1/800 até 1,20 000) por um periodo que pode
oscilar entre 15 a 60 dias aproximadamente, e na dependéncia de uma
mailor ou menor concentracao de parasitas no sangue.

Com a diminuicao crescente do numero de parasitas na corrente
circulatoria, fase que se inicia geralmente 30 a 40 dias apos o inicio da
infeccao e que corresponde ao fim do periodo patente, ocorre uma queda
do teor de anticorpos no sangue. Essa queda, que se processa na maloria
dos casos gradativamente e mais raramente de maneira abrupta, traz
em conseqiiéncia um abaixamento sensivel da primitiva concentracao,
vindo éle a se fixar posteriormente e ap6s um periodo muito variavel
em niveis bem inferiores (titulos aglutinantes 1/640 e 1/40), caracteri-
zando tal quadro imunologico a fase cronica da doenca.

X o =

Em relacdo ao papel desempenhado pelos fagocitos no decorrer das
infeccoes pelo S. cruzi, temos o trabalho de Pizzi (1957) visando escla-
recer o0 mecanismo defensivo que ocorre nas fases iniciais da infeccao.

Nesse trabalho, Pizzr utiliza uma amostra de S. cruzi com viruléncia
estavel, matando camundongo (Mus musculus) da raca C3H regular-
mente em 12 dias. Além désse animal €éle serve-se de ratos (Ratius
norvegicus) por apresentarem uma certa resisténcia as infeccoes pelo
S. cruzi. Por meios diversos, como sejam o emprégo da “Primaquina’,
de formas de cultivo do parasﬂ:a com viruléncia atenuada e da Cortlsona
consegue conforme a finalidade desejada, n2o s6 o contréle da infeccao,
como o aumento da resisténcia do animal e inibicao dos elementos de

defesa .
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Jogando com ésses diferentes componentes e com aquéles animais,
éle procura demonstrar que o mecanismo imunologico que atua nas
infecgoes do S. cruzi apresenta caracteres que o diferenciam dos obser-
vados em outras tripanosomoses, nao s0 pela auséncia de lisina tipica,
como por sofrerem os parasitas destruicao em sua fase de vida no tecido
e constituilr, a fagocitose, um importante papel na defesa do organismo.

No decorrer désse trabalho, éle p6de constatar que as células macro-
fagicas apresentam um comportamento diferente em relacao ao para-
sita, pois, enquanto num animal nao imune, elas servem de sede predi-
leta para multiplicacao dos tripanosomas, estas mesmas células sao
capazes de destrui-los quando o animal adquire imunidade; e que o0s
tecidos derivados do mesénquima sao capazes de reagir determinando
essa transformacao funcional nas células macrofagicas.

Tais fatos levam-no a admitir “que o mecanismo defensivo é essen-
cialmente celular sem que isso signifique negar a intervencao dos anti-
corpos, pois é provavel que os macrofagos adquiram esta capacidade de
fagocitar ao parasita, em virtude da acao fundamental ou coadjuvante
dos anticorpos. O que parece indubitavel € que os anticorpos nao inter-
venham diretamente na destruicao dos parasitas. Convém frisar que
nao se pode encontrar lisinas contra o Trypanosoma cruzi apesar dos
anticorpos dessa classe constituir um mecanismo defensivo basico nas
infeccoes produzidas por outros tripanosomas.

“A defesa permanece assim limitada a atividade direta de algumas

celulas do tecido conjuntivo, a qual se adapta a infeccdo sofrendo
importantes modificacoes”.

Recentemente, Morais ReEco (1959), huma das conclusoes apresen-
tadas, diz o seguinte:

“8 —Aspecto histologico compativel com formacao de anticorpos,
observado no baco e no figado de camundongos naturalmente resis-
tentes, e associagcao, a ésse aspecto histolégico, de teor elevado de gama
globulinas, no s0ro de camundongos com resisténcia induzida experi-
mentalmente, sugerem que, na defesa do organismo a infeccao experi-
mental pelo T. cruzi, entra em jogo também, mecanismo de natureza
humoral.

As experiéncias de P1zz1 nao permitem, entretanto, que se conclua
de um modo geral, que na defesa oposta pelo organismo nas infeccoes
pelo S. cruzi nao possam intervir anticorpos liticos, embora se tenha de
reconhecer que o seu papel nao seja preponderante como ocorre em
infeccoes provocadas por certos tripanosomas sangiiicolas.

Em experiéncias “in vitro” MuNiz & BorRIELLO (1945), trabalhando
com formas metabodlicas do S. cruzi, imune-soros anti-cruzi e soros de
individuos portadores da Trypanosomiasis americana, puderam cons-
tatar o fenomeno de lise com intensidade variavel.

E verdade que P1zzi, nesse mesmo trabalho, diz textualmente: —
“Sin embargo, las consideraciones anteriores no permiten desconocer 1la
posibilidad de que en la destruccion de los T. cruzi intervengan también
anticuerpos. Como han pensado Cannon Y Pacheco (1930 y Taliaferra
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(1940), cuando se sostiene que en los mecanismos de inmunidad no
intervienen anticuerpos, se entiende que se trata de anticuerpos del
suero y no de opsoninas o de lisinas que siendo producidas localmente
ejercen su accion en los tejidos, pero su presencia en el suero no logra
ser demostrada debido a que al diluirse en el plasma circulante no
alcanzan una concentracion suficiente (Gay, 1935 y Taliaferro, 1934 y
1940) .

No estado atual dos nossos conhecimentos em relacao a fagocitose,
nao é possivel relegar para um segundo plano a importancia que exer-
cem os anticorpos no desenrolar do fenomeno, pois ela € fundamental.
O exemplo disso encontramos nas observacoes de Pi1zzi quanto ao com-
portamento dos macrofagos em animais nao imunes desprovidos de
anticorpos no sangue, e naqueles dotados de certo grau de imuni-
dade, nos quais a presenca de anticorpos contra o parasita pdde ser
evidenciada.

Dentro do conceito unitario geralmente admitido para os anticor-
pos, acredita-se hoje que as fropinas, anticorpos incrementadores da
fagocitose, sejam idénticas as aglutininas. Que as alteracoes da super-
ficie do agente infeccioso, provocada pelo anticorpo, favorecam tanto a
aglutinacao como a fagocitose.

As modificag¢oes por que passa a parasitemia no decorrer dos perio-
dos agudos, subagudos e crbénicos da Trypanosomiasis americana e o
quadro imunoclogico observado nesses mesmos periodos, refletem bem a
importancia desempenhada pelos anticorpos no processo de defesa do
organismo.

O mecanismo de defesa devido a estreita interdependéncia que
existe entre os elementos que néle atuam, nao pode ser mais atribuido
com exclusividade a éste ou aquéle fator como pretendiam de inicio os
defensores das teorias celular e humoral.

E preciso notar que as observacoes de P1zz1 se baseiam em infeccoes,
cuja evolucao se afasta por completo do quadro observado, quer no
homem, quer na maioria dos animais, quando infectados em condicoes
naturais ou mesmo experimentalmente.

O quadro infeccioso por €le obtido, empregando uma raca de ca-
mundongo altamente sensivel para uma determinada amostra do S.
cruzi, como demonstra a morte do animal ocorrendo com regularidade
no fim do 12.9 dia, nao pode constituir fundamento para conclusao de
carater geral. .

Diz P1zz1i em seu trabalho ‘“del conjunto de nuestras observaciones
se deduce que la destruccion del T. cruzi se realiza mediante la fase
de multiplicacion del parasito en los tejidos”.

MunNiz & FRreiTas (1946) assinalam, entretanto, que a fagocitose
do parasita ocorre principalmente durante a fase de sua transformacao
para o elemento leishmanioide, na qual é€le perde grande parte de sua
mobilidade e apresenta uma grande tendéncia a adesao. Nesta fase €le
torna-se mais vulneravel aos meios de destruicao opostos pelo orga-
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nismo, conforme puderam observar “in vitro”. Esse periodo representa,
segundo eles, a fase critica do parasita no organismo.

Se €le consegue completar a transformacado para o elemento leish-
manioide antes de sofrer a acao litica dos anticorpos ou ser englobado
por elementos fagocitarios e destruidos a resisténcia, aue éle (elemento
leishmanioide) passa a opor aos fatores destrutivos de que lanca méo
0 organismo, € muito maior. Este fato é evidenciado pela capacidade
que possuem os elementos leishmanidides de multiplicarem-se no inte-
rior de células fagocitarias.

A transformacao em elemento leishmaniéide nao traduz somente
uma necessidade biolégica com finalidade de multiplicacdo, mas repre-
senta também um:o forma de defesa do parasita (MunNiz & FREITAS,
1946) .

Esses autores acham que o estado de imunidade que se estabelece
no organismo age, nao s6 de forma destrutiva, mas gue pode também
interferir, direta ou indiretamente, na transformacao do elemento
leishmanioide em tripanosoma por meio de uma acido inibitiva.

Tal ponto de vista encontra apéio na dificuldade de serem encon-
trados quistos em evolug¢ido para tripanosomas em portadores de infec-
¢ao cronica e na observacido de Muwiz & Frerras (1946) de que, a
simples adicao de soros, oriundos de casos agudos e dotados de poder
aglutinante a agua de condensacao dos tubos de cultivos, exerce uma
acao inibidora sbbre a evolucdo dos elementos leishmaniéides oriundos
da transformacéo dos tripanosomas metabdlicos neles semeados.

Essas formas continuam a se multiplicar formando grandes massas
aglutinadas, sem entretanto prosseguirem na evolucio.

Tal fato pode ser interpretado, segundo ésses autores, como um
simples processo de defesa do proprio parasita ou devido a acdo de
fatOres presentes no séro que inibam essa transformacéo.

O estado de imunidade que se estabelece no organismo, decorrente
da Infecgcao pelo S. cruzi, é devido ndo sé a4 acdao dos anticorpos, como,
de elementos que intervém na fagocitose.

Esses fatores embora ocasionem uma acentuada diminuicdo da
atividade parasitaria, que pode chegar a um verdadeiro estado de la-
téncia, mostram-se, entretanto, incapazes de exterminar de vez, do
organismo, o agente infeccioso (tipo premunicao).

E o que demonstram observacgoes seguras de individuos, comprova-
damente infectados pela verificacao do parasita no sangue, virem a
morrer 10-20 anos depois, ainda portadores da infeccdo, evidenciada
pelo encontro do parasita nos 6rgaos, ap6s necropsia.

Tal fato parece encontrar explicacdo, ndo s6 na tendéncia que tem
O parasita de localizar-se em pontos onde mais dificilmente os meios
de defesa do organismo possam atuar, como, também, na sua capaci-
dade de resistir, seja através de um processo seletivo do qual surjam
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elementos menos vulneraveis (o que resta provar), como também por
representarem os elementos leishmanioides, por sua estrutura, uma

forma mais resistente, ndo s6 & acao de anticorpos liticos como a agao
destruidora dos fagécitos (MuN1z & BORRIELLO, 1946) .

Esse estado de imunidade é o responsavel pelo ‘“modus vivendi”
que passa a vigorar entre o organismo e o agente infeccioso, dando a
falsa impressac de ser éle mais um comensal do que propriamente um

parasita.

Tal situacdo € que proporciona mais tarde o desencadeamento de
reacoes de tipo alérgico, nos pontos em que o parasita vem a se implan-
tar, constituindo, uma-das manifestacoes mails importantes na pato-
genla dessa parasitose.

Sabemos hoje que as diferencas entre o estado de hipersensibilidade
e de imunidade sao mais quantitativas do que qualitativas e decorrem
do desequilibrio entre a quantidade de anticorpos livres em circulacao

e aquéles fixos a célula.

O desencadeamento dessas reacoes, no caso da ‘“Doenca de Chagas”
é facilitado pelo intimo contacto do parasita com a célula ou tecido,
estando também, na dependéncia do fator individual.

Tomando em consideracido os periodos evolutivos da infec¢ao, como
a parasitemia, o comportamento humoral e os tipos de reacoes inflama-
torias que nesses periodos ocorrem, segundo Mazza & JORG, pode-se
esquematizar o mecanismo patogénico que ocorre na Trypanosomiasis
americana, como Segue:

FASE AGUDA — PERIODO PRIMARIO DE MAzzZA E JORG — Disseminacao
parasitaria pelas vias sangiliineas e linfaticas — Parasitemia presente
e constante — Concentracao elevada de anticorpos circulantes — Rea-
cdo antigeno-anticorpo processando-se fora da célula, a custa dos anti-
corpos em circulacio — Predomindncia de reacgoes de tipo normergico.

FASE CRONICA — PERIODO SECUNDARIO DE MazzA E JORG — Ocorréncia
de reinfeccoes enddgenas — Parasitemia excessivamente baixa e irre-
oular — Baixa concentracdo de anticorpos no sangue circulante —
Reacdo antigeno-anticorpo, processando-se grande parte a custa de
anticorpos présos as células — Reacgbes em grande parte alergicas.

PERIODO TERCIARIO DE MAZZA E JORG — Fase de reparacao — Predomi-
nancia dos fenomenos de fibrose.

A resisténcia oposta pelo organismo a superinfeccao, € devido ao
estado de premunicdo (SERGENT, PARROT, DONATIEN), que nele se esta-
belece a custa da permanéncia controlada do parasita.

O proprio ciclo que éle desenvolve no organismo, como seja, a trans-
formacao do elemento leishmanidide em tripanosoma; a passagem des-
sas formas para a circulacdo e a localizagdo delas em outros pontos
quando ndo destruidas, constitui um constante estimulo as forcas de-
fensivas que lhe sdo opostas, mesmo quando essa evolugao se faz com
menor intensidade, como acontece na fase cronica da Trypanosomiasis

americana,
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CARLOS CHAGAS, a0 analisar o ponto de vista daqueles que defendem
a idéia de que a patogenia do S. cruzi estava na dependéncia de suces-
sivas reinfeccoes, mostrou que os proprios tripanosomas transportados
de um a outro territorio organico, realizavam tal desiderato.

De um modo geral, novas inoculacoes em animais ja infectados,
pouca acao exerce sobre a parasitemia. Modificacoes nesse comporta-
mento ocorrendo por conta de diferencas raciais ainda nao foram segu-
ramente evidenciadas.

BrRumMmPT (1913) fol um dos primeiros a assinalar que comundongos,
que sobrevivem a infeccao, resistem a inoculacao de uma amostra viru-
lenta e mortal para camundongos normais.

O mesmo fato podde ser observado por CoLLiErR (1931) Infectando
inicialmente ésses animais com uma amostra de S. cruzi de baixa viru-

léncia, obtida pela acao da tripanflavina.

Outros autores tém assinalado igual comportamento, como Pizzi
& KNIERIM (1955) em camundongcs infectados com formas de cultivo
de viruléncia atenuada, e Pizz1 et al. (1954) em camundongos infectados
com formas sanguicolas virulentas, controladas pela ‘“Primaquina”.

A esplenectomia pouca influéncia exerce soObre a evolucao das infec-
coes do S. cruzi. Ao contrario disso, a cortisona por uma acao inibidora
pode intervir no mecanismo de defesa.

A acao désse hormonio sobre as infeccoes experimentais do S. cruzi
tem sido estudada por diferentes autores, entre eles WorLr et al. (1951-
-1953), JARrpA et al. (1951), NEGHME ef al. (1951), AGcosIN et al. (1951-
- -1952) .

Pizz1i (1952) pbéde constatar, em animais infectados com o S. cruzi
e tratados pela cortisona, uma maior rapidez no ciclo de multiplicacao
do parasita. A hipotese aventada por éle, para explicacao désse feno-
meno, seria a existéncia de uma substancia que atuando, venha a impe-
dir a acao ou a formacao de algum fator que normalmente retarda a
reproducao do parasita.

Sabe-se que a cortisona administrada em doses elevadas inibe as
reacoes mflamatorias e produz uma diminuicao dos anticorpos, fato ja
evidenciado por diferentes autores em numerosas infeccoes.

No caso das infeccoes pelo S. cruzi acha Pi1zzi que “La menor acti-
vidad fagocitaria que se observa en los animales tratados podria expli-
carse por la menor produccion local de opsoninas o de lisinas”.

] L ’
M sk e

Em relacao a acao profilatica e protetora de imune-soéros, temos os
trabalhos de CULBERTSON & KoOLODNY (1928) em que estudam a imuni-
dade adquirida apresentada pelos ratos quando infectados pelo S. cruzi,
verificando que ésses animais, quando restabelecidos de uma infeccao,
sao resistentes a reinfeccoes e que os seus soros possuem poder protetor.

MAYER & RocHA LimaA (1914) assinalam que o séro de animais
(ratos, cobaios e coelhos), ativamente imunizados pelas repetidas ino-
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culacoes do S. cruzi, nao protege camundongos normais quando inocula-
dos separadamente ou em mistura com formas sangiiicolas do S. cruzi.

Dias (1933) em experiéncias com idénticas finalidades chega as
seguintes conclusoes:

“O soro de animais imunes nao tem poder protetor, embora seja
possivel que determine uma atenuacdo da infeccdo quando injetado
depois de ter estado em contato com os tripanosomas”.

MuN1z empregando soros de cavalos hiperimunizados com formas
de cultivo do S. cruzi, cujo titulo se mostrou igual de 1/120 000, nao
conseguiu proteger nem modificar a evolucdo das infeccdes em camun-
dongos brancos, embora empregando doses elevadas désse séro dadas
em dias alternados.

Com o fim de verificar se inoculacoes de formas mortas do cultivo
do §. cruzi seriam capazes de, estimulando as defesas, trazer modifica-
coes na evolucao da infec¢do, ou mesmo, proporcionar ao organismo um
grau de imunidade capaz de protegé-lo contra uma infeccio, Muniz et al.
(1946), vacinaram rhesus com formas de cultivo do S. cruzi, suspensas
em soluto fisiologico com mertiolato 1/10 000.

Os resultados dessas experiéncias levaram os autores as seguintes
conclusoes:

a) Que inoculacoes prévias dessa suspensao, em doses equivalentes
a 24 e 48 miligramas de massa umida de parasita por animal, ndo foram
suficientes para proteger rhesus contra a infeccao pelo S. cruzi, provo-
cada por deposicao na conjuntiva de fezes de Triatoma ricas em meta-
ciclicos; operacao essa realizada 12 dias depois dos animais terem rece-
bido a ultima dose vacinante.

b) Que o estado de imunidade, conferido pela vacinacdo a ésses
animalis, evidenciado pelo teor de aglutininas no soro, nido modificou o
periodo pré-patente, levando em conta aquéle que foi Observado no
animal testemunha.

c) Que o tratamento pela vacina realizado em 5 rhesus, prévia-
mente infectados pela conjuntiva, nao impediu que 4 déles viessem a
morrer como os outros animais testemunhas, dentro de periodos que
variavam entre 29 e 80 dias, com o exame histopatolégico positivo para
0 parasita.

E que o Unico animal tratado pela vacina que permaneceu vivo,
continuou infectado (reacdes de imunidade e xeno), decorridos 1 ano
e 8 meses do inicio da experiéncia.

d) Que a inoculacao da vacina, no periodo pré-patente ou logo
no inicio do periodo “patente”, nao teve influéncia soébre a duracao
déste ultimo, comparado com aquéle observado na testemunha.

€) Que o emprégo da vacina no periodo “subpatente’” nao demons-
trou maiores vantagens.

f) Que as diferentes vias utilizadas para inoculacdo (intradér-
mica, subcutanea, muscular e venosa) nao interferiram sobre os
resultados.
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o) Que a inoculacao da vacina pode determinar uma fase nega-
tiva, revelada por uma mais baixa concentracao em aglutinina no soro
de animais em tratamento, que a observada nas testemunhas. Com a
suspensao do tratamento o teor de aglutinina tende a subir.

h) Que a inoculacao da suspensao, em individuos isentos da infec-
cao pelo S. cruzi, determina a formacao de aglutininas em titulos varia-
veis na dependéncia da via de inoculacao.

i) Que a vacinoterapia empregada em 2 casos de ‘“Moléstia de
Chagas” (casos agudos passando para o estado crénico) nao ocasionou
a cura, pois um dos doentes (J.P.A.), cérca de um ano depois do trata-
mento, apresentava nao s6 o xeno, como as reacoes de imunidade (fixa-
cao e aglutinacao) ainda positivos, e o outro (N.L.), observado 3 meses
depois do tratamento, continuava infectado.

P1zzx (1957) trabalhando com camundongos C3H assinala que a ino-
culacao de doses, embora altas de cultivos mortos, ndo consegue pro-
duzir imunidade decorrendo as infeccoes como nos animais testemunhas.

= S S

Em relacao a pesquisa de ‘reaginas’” capazes de se fixarem a pele,
nos casos de Trypanosomiasis americana, todos os testes dao resultados
negativos, como assinalaram, inicialmente, MuN1zZ e MARQUES DA CUNHA
(tn MuN1z & AZEVEDO, 1947) .

Entretanto MAYER & Pirano (1941), dizem ter obtidos 6timos resul-

tados com esta prova, utilizando como alérgeno, suspensoes em solucao
fisiologica fenicada a 0,5% das formas de cultura do S. cruzi desenvol-

vidos em meio de N.N.N.

Mazza et al. (1943), empregando autolisados preparados de acordo
com técnica especial, obtiveram reacoes alérgicas cutineas em doentes
da Trypanosomiasis.

PEssOA & CARrRDOso (1942) assinalam nao terem conseguido resul-
tados positivos em dois casos nos quais praticaram o teste.

SENEKJIE (1941), trabalhando com coelhos imunizados contra o
S. cruzi, obteve reacoes positivas, apos inoculacdo por via intradérmica
de suspensoes de culturas désse parasita.

MuNi1z & FREITAs (1944), retomando ésses estudos e empregando
varios tipos de alérgenos preparados com formas de cultura, tais como:
autolisado; suspensao formolada a 0,29%,; suspensao fenicada a 0,6%,
suspensao em mertiolato a 1/10 000; e a fracao polioside, nao conseguem
obter reacoes positivas, em 6 casos de forma aguda da Trypanosomiasis,
nos quais ensaiaram ésses diferentes alérgenos.

Comparando ésses resultados com os obtidos posteriormente por
MunNi1z & AzZevEDO (1949), ao conseguirem transmitir passivamente o
estado alérgico, injetando por via pleural em rhesus normais, soros de
animais da mesma espeécie, préviamente sensibilizados para proteinas
do S. cruzi e reagindo a prova de precipitacao, chega-se a conclusao que
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0 anticorpo sensibilisante no caso dessas experiéncias deva ser uma
precipitina, isto €, um anticorpo, ordinario, polivalente, e nao do tipo
“reagina’.

A igual conclusao tem-se de chegar, quanto ao principal fator res-

ponsavel pela ocorréncia de lesdes de tipo alérgico, observadas nos por-
tadores da Trypanosomiasis americana.

CONCLUSAO FINAL

Diante dos fatos expostos neste trabalho, verifica-se que o S. cruzi,
devido ao elevado poder antigénico de que é dotado, condiciona no orga-
nismo humano um quadro imunoldégico que é o responsavel pela resis-
téncia que €le passa a opor ao agente infeccioso (premunicao).

Esse estado de resisténcia faz com que o parasita permaneca no
organismo, na maioria das vézes em um estado quase de laténcia apos
o periodo de invasiao, dando a impressao, embora aparente, de ser éle
um simples comensal e nao um parasita.

Entretanto, essa resisténcia, embora valiosa, se mostra incapaz de
suplantar todos os meios, de que lanca mao o parasita em defesa de
sua sobrevivéncia para com isso proporcionar ao organismo a cura
parasitologica.

Diante deésse fato e pelas proprias condicoes de seu parasitismo,
de viver na intimidade dos tecidos, o parasita proporciona ao organismo,
embora na dependéncia de um fator individual, condicoes, para desen-
cadeamento de reacoes anomalas, do tipo de hipersensibilidade, cujo
papel na patogenia da “Doenca de Chagas’ é da mais alta importancia.

CONCLUSIONS

In view of the facts related in this report, we verify that S. cruzi
because of its high antigenic power, rules in the human organism an
immunological clinical picture which is responsible for its future re-
sistance against the infectious agent.

This resistence state promotes the para.site’s permanency in the
human.organism after the invasion period, very often in a semilatency,
seeming to be at the first sight rather a commensal than a parasite.

But such a resistence, although very valuable, seems to be unable:
a) to supplant all the means used by the parasite in protecting its
outliving; b) to offer the organism the parasitical cure.

In presence of such a fact and on account of the peculiar condition
of its parasitism that makes it living in the intimacy of the tissues,
the parasite, depending, however, of an individual factor, offers to the
organism the suitable conditions for the sudden appearance of anoma-
lous typical hypersensitive reactions, whose role in the pathogeny
of Chagas’ disease is of a very considerable importance.
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ADENDO

TECNICAS USADAS

Cultivo em massa do S. cCRUZI — A técnica a ser empregada é a mesma des-
crita por MuNIz & FREITAS (1944) . Os cultivos a serem utilizados nas pesquisas
imunolégicas devem ser obtidos em condicoes de otimo desenvolvimento e nao
devem conter formas mortas nem autolizadas.

Reacdo de aglutinacdo — Culturas com 6 a 8 dias de desenvolvimento sao
lavadas 4 vézes e depois suspensas em solucao salina isotonica, de maneira a se
conseguir uma turvacao equivalente aquela que se obtém adicionando 0,5 de
uma solucao BaCl, a 1% a q.s. de um soluto de H.SO, a 1% . Em tubos de aglufi-
nacao contendo 0,5 ml de diluicoes crescentes do sdéro a examinar preéviamente
inativado, junta-se 0,5 ml da suspensao viva do cultivo, tendo-se o cuidado de
fazer um tubo testemunho, contendo somente suspensao de cultivo e solucao
salina em vez da diluicao do séro. A mistura é agitada e, em seguida, levada
a0 banho-maria a 37°, onde deve permanecer pelo espaco de 24 horas. Proceder
a leitura no fim de 2 horas e no final da prova. Os resultados sao expressos
da seguinte maneira: **** gglutinacao total com formacao de grandes flocos
(tipo flagelar): *** aglutinacao total com formacao de flocos finos (tipo soma-
tico) ; ** aglutinacao parcial; O auséncia de aglutinacao.

Suspensoes mais concentradas do que a indicada nao devem ser usadas
porque podem mascarar o resultado da reacao. E necessario observar apos o
preparo da suspensao, se ocorre uma aglutinacao espontanea do parasita, fato
éste que pode ser logo observado e que invalida o emprégo da mesma na reacao.

Suspensos mortas (acido fénico, formol, mertiolato) tornam a prova menos
sensivel e os titulos obtidos sao bem mais abaixos que os observados com suspen-
soes vivas. A chamada técnica em ldmina, com leitura apds 5 minutos a tempe-
ratura ambiente, proposta por SENEKJIE (1943), é desprovida de qualquer valor,
pril{}lcépalmente gquando se trabalha com so6ros de doentes ou de animais in-
fectados.

Reacdo de fixacdo de complemento:

ANTIGENO — formas de cultivo de Schizolrypanum cruzi, lavadas, liofili-
sadas e mantidas em ampodlas fechadas a — 30°C. No dia do emprego a massa
séca, apos pesagem, € suspensa em solucao tamponada de Veronal com Ca e Mg. O
emprégo do triturador de vidro facilita a obtencao de uma suspensao homogénea.

O poder fixador e o impediente do antigeno sao determinados de uma sé
vez para cada lote. Por ésses testes ficam estabelecidas a concentracio a ser
usada e a quantidade a ser empregada na reacao. Em regra, ésse tipo de anti-
geno na concentracao de 0,001 de massa séca para 1,5 ml da solucao tamponada
e na dose de 0,2 ml, apresenta um poder fixador alto e baixo poder impediente.
A suspensao do antigeno deve ser preparada e utilizada no mesmo dia.

COMPLEMENTO — Mistura de soro fresco de 3 cobaios diluido a 1:20 em
solucao tamponada e mantido em baixa temperatura (5°C) no decorrer da
operacao.

HEMATIAS — de carneiro lavadas e suspensas na solucao tamponada, de
maneira a ser obtida uma concentracao de 100000000 de hematias em cada
0,1 ml da suspensao. Essa estandardizacao pode ser feita por contagem com o
emprégo do hematimetro ou pelo método colorimétrico.

HEMOLISINAS -— anticarneiro — Cada 0,1 ml da diluicao do s6ro hemolitico
em solucao tamponada deve conter 4 unidades hemoliticas. S6 devem ser empre-
gado soros com teor em hemolisinas de 1500 unidades. Na diluicao empregada

os globulos nrao devem sofrer aglutinacao.

SISTEMA HEMOLITICO — Resulta da mistura em partes iguais da suspensao
de hematias e hemolisinas anticarneiro nas concentracoes acima 1indicadas.
Feita a mistura ela deve ser levada ao banho-maria a 37° pelo espaco de 15
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minutos a fim de apressar a sensibilizacado das hematias. Decorrido ésse tempo,
as hematias nao devem apresentar-se aglutinadas devendo a mistura ser man-
das hematias, estara pronto para ser usado na reacao.

SORO DO PACIENTE — O soOro deve ser inativado a 56° durante 20 minutos.
Apos essa operacao €le deve ser absorvido com hematias de carneiro préviamente
lavadas, permanecendo a mistura 15 minutos a 37°. Essa operacdo deve ser
repetida uma segunda vez, finda a qual o sbéro, apds centrifugacao para liberti-lo
das hematias, estara pronto para ser usado na reacao.

OPERACAO INICIAL

Determinac¢ao da unidade 100% de C’ em presenca da suspensio de antigeno
a ser utilizado na reacao

Complemento de cobaio a 1/20............. 0.10 I 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50

Antigeno do S. eruzt. ........... . . . ... ... 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Solugdo tamponada com Mg e Ca.......... 0.5 0.45 0.4 0.35 0.3 0.25 0.2 0.15 0.10

40 minutos a 37°

Sistema hemolitico. . ........... ........ .. ‘ 0.2

0.2 0.2 0.2 | 0.2 | 0.2 0.2 0.2

30 minutos a 379 — ILeitura

A unidade C’ é representada pela menor dose da diluicio do complemento
capaz de determinar 100% de hemolise. Percentagem de lise acima de 909% de
hemolise deve ser considerada como hemodlise total.

O valor em unidades por ml de séro é obtido, dividindo o fator diluicdo (20)
pelo volume que produziu completa lise.

Se a unidade de complemento obtida foi 0,3, para se ter em cada 0,1 ml

uma unidade, 3 ml de séro puro de cobaio deverdo ser diluidos em 17 ml da
solucao tampao.

A adicao de substancia como citrato com fim de facilitar a colheita do
sangue de pequenos animais, como camundongos e ratos (Przzi, 1957), deve ser
evitada, porque torna o soéro anticomplementar devido fixar o Mg** que é
essenclal para a acao hemolitica do complemento (MaAYER, M., 1946 e MAYER M.
et al., 1946), a nao ser que ésse efeito seja superado pela adicao extra do Mg**.

REACAO PROPRIAMENTE DITA
TECNICA QUALITATIVA

Soro a examinar inativado e absor-

vido. ........ ... ... 0.2 0.1 0.05 — — 0.2 — — — —
S0ro positivo. . ........... ... .. .. — — ] — 0.2 — — 0.2 — — -—
Soro negativo. ................... - — — — 0.2 — — 0.2 — —
Antigeno ........................|1 0.2 | 0.2 | 0.2 0.2 ‘ 0.2 |- — — 0.2 | 0.4

30 minutos a temperatura do laboratdrio

Complemento — 2 unidades. .. .... 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Solug¢io tamponada com barbitura~
tode Mg eCa.. ..o wevnnn.. 0.2 0.3 0.35 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2
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40 minutos a 37°

Hematias de carneiro sensihilizadas

com 4uh.... .. ..ol 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

0.2 0.2 0.2

30 minutos a 37° — Centrifugar e proceder a leitura
Resultados expressos: O hemolise 25% hemdlise  50% hemdlise 75%-100%

1 + 1+ 1 Negativo
TECNICA QUANTITATIVA
| erm
Soro a examinar inativado e absorvido 0.2 dil. 1:. . 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | natu-| — —
reza
Antigeno. ..,..............o 0.2 ‘ 0.2 | 0.2 (0.2 (0.2 (0.2 0.2 | 0.2 —_| 0.2 | 0.4

30 minutos a temperatura do laboratorio

Complemento: 2 unidades. ..................... 0.2 | 6.2 I 0.2 10.2 (0.2 102 |02 (0.2 ]02]02]0.2

Solucao tamponada ¢/barbiturato Mg e Ca...... 1 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 |0.4 0.4 | 0.2

40 minutos a 37°

6.2 { 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2 | 0.2

Hematias de carneiro sensibilizadas com 4u.h.... | C.2 ‘ 0.2 0.2 0.2 l 0.2

30 minutos a 37° — Centrifugar e proceder g leitura

Preparo de série de padroes para avaliar a percentagem de hemolise

Globulos sensibilizados diluide 1 4 4. ml. com agua des- |
tilada. ............. T 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2
Agua destilada ... . .. o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
O de lise. ...... ... ... 00 80 70 60 50 40 30 20
"o

Preparo da solucao tamponada
Solucao tamponada de Veronal 5 vézes isotonica:

Cloreto de sdodio pro-analise ................ 83.80 ¢
Bicarbonato de s6dio ........... ... ... . ..., 2,52 g
Dietilbarbiturato de sédio (Veronal sodico) .. 300 g
Acido dietilbarbiturico (Veronal) ........... 4 60 g
Agua destilada q.s. .......... . .o oo 2,00 1

Dissolver o acido em 500 ml de Agua destilada quente, adicionar a solucao
0os outros componentes, deixar esfriar e completar o volume.

Solucao salina tamponada com Ca e Mg:

Solucao de Veronal 5 vézes isotonica ...... 200 ml
Solucao de Cloreto de Calcio 056 M .......... 1 ml
Solucao de Cloreto de Magnésio 0,15 m ...... 1 ml
Agua destilada q.S. ...... .. i i, 1000 ml

Esta solucao deve ser preparada e utilizada no mesmo dia.
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Técnica de liofilizacdo

A massa humida de cultivo, apds lavagem em soluto fisiologico (4 a 5 véezes)
e mantida em tubo estéril com o algodao frouxo, é congelada por imersao em
uma mistura de alcool e gélo séco (— 70°C) .

Em seguida o tubo é colocado em dessecador Hempel previamente resfriado,
contendo acido sulfurico concentrado no anel.

Proceder o vacuo com bomba “Megavac” por meia hora.

Desligada a bomba, o dessecador é colocado em geladeira a 5°C, onde per-
manece mais ou menos pelo espaco de 20 horas.

Desfazer o vacuo, fazendo passar ar filtrado, lentamente, através secante
quimico (Driorite). Aberto o dessecador, selar os tubos no macg¢arico. O material
deve ser guardado no frigor ate ser usado.

Reacdo de precipitacdo (Método de MUNIZ & FREITAS, 1944)

Preparo do precipitinogénio — Toma-se 0,5 ml de massa umida constituida
por formas de cultivo do S. cruzi, com 5 a 8 dias de desenvolvimento, previa-
mente filtrada em algodao de vidro e submetidas a lavagens sucessivas em soluto
fisiolégico por meio de centrifugacdo. Adiciona-se 1 ml de formanida (Kalbaun
ou Eastman Kodak Cop.) . Apés agitacido e suspensao contida em tubo centrifugo
é aquecida a 150°, em banho de glicerina, pelo espa¢o de 10 a 15 minutos.

A suspensdo é resfriada e adicionada de 3 a 5 ml de alcool-cloridrico (95
partes de alcool absoluto e 5 partes de 2NHCI). Essa mistura, € agitada pelo
espaco de 15 a 20 minutos varias vézes, e depois submetida a centrifugacao com
o fim de retirar a parte insoluvel. O liquido sobrenadante é passado para um
noévo tubo centrifugo e adicionado ao dobro do volume de acetona pura (Merck) .

Apds rapida agitacdo, a mistura é deixada em repouso por 30 a 60 minutos,
findos os quais, é submetida a nova centrifugacdo para separar o precipitado
formado pela adicio de acetona. Terminada esta operacao a parte liquida €
desprezada e substituida por nova porcao de acetona para lavar o precipitado,
que é seguida de nova centrifugacdo. Esta operacao € repetida mals uma vVez,
sendo entao, a porcao liquida desprezada e o tubo contendo o precipitado, levado
a um cristalizador licado a uma bomba de vacuo, com o fim de apressar a eva-
poracao completa da acetona.

Com o fim de extrair do precipitado a fracao ativa constituida por polioside,
junta-se soluto fisiolégico estéril ou uma solucao salina tamponada de fosfato
disddico pH 7 — esterilizada por passagem em vela, agita-se; deixa-se em con-
tacto durante a noite na geladeira, de maneira que a fracao ativa se difunda

no meio liguido. No dia seguinte o tubo é centrifugado, e o sobrenadante, reco-
lhido em outros tubos.

Todas essas operacdes deverao ser conduzidas com material esterilizado e
técnica bacteriologica, com o fim de evitar contaminacao. O pH, devera ser
verificado e mantido entre 7 ou 7,2 com uma solucao fraca de carbonato de
sodio, no caso da extracao ter sido feita com soluto fisiologico. Antes de ser
distribuido em ampédlas para ser guardado em baixa temperatura (5°C), o
precipitinogénio, assim obtido, devera ser testado, ndo sé6 quanto a esterilidade,
como em relacao a atividade, por meio do s6ro imune anti-cruzi, preparado
em coelho ou cavalo.

Leitura: Os resultados sao expressos da seguinte maneira:

**%** __ Inicio da formacao do anel nos primeiros 10 minutos
*#*%  __ Tnicio da formacao do anel entre 10 a 20 minutos
** _ Tnicio da formacao do anel apés 30 minutos.

Técnica do anel — 0,1 ml do sdro a investigar, completamente limpido e nao
hemolisado, é colocado num pequeno tubo, medindo 3 mm de didmetro, do tipo
comumente usado nas reagﬁes de precipitacao. Em seguida, quantidade igual
do precipitinogénio é deixada escorrer lentamente pela parede do tubo, a fim de
fornecer uma camada distinta, acima daquela constituida pelo soro.
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Para cada soro a estudar é feito na mesma ocasiao um tubo testemunha, no
qual o precipitinogénio é substituido por simples soluto fisiologico.

O tubo testemunha tem por fim evitar falsos resultados, pois alguns soros,
principalmente aquéles com certo grau de hemodlise ou rico em lipidios, sao
capazes de apresentar uma turvacao, quando em contacto com simples soluto
fisiologico, perturbando a reacao.

Quando o sOro a investigar se apresenta turvo, mesmo apéds centrifugacio
demorada, devido a presenca de lipidios, deve-se deixa-lo 4 temperatura de 5°C,
durante toda a noite, e depois submeté-lo enquanto resfriado a nova centrifu-
gacao, dessa maneira consegue-se separar grande parte dessa fracio que se
condensa na superficie, apresentando o resto do séro ja um aspecto limpido.

Os tubos da reacao e testemunha sao deixados & temperatura ambiente pelo
espaco de 2 horas, quando se procede uma primeira leitura, para depois serem
levados para geladeira a 5°C, onde permanecem até o dia seguinte, quando é

feita a leitura final.

Nos soros obtidos de alto poder precipitante, como é regra nos casos agudos,
a reacao se processa rapidamente, ja no fim de 1 a 2 minutos com a formacao
de um anel de aspecto esbranquicado e formado por um precipitado extrema-
mente fino, na inter-zona. Esse anel com o decorrer do tempo, se acentua cada
vez mals, transformando-se no fim de uma a duas horas em uma zonsa esbran-
quicada menos delimitada, constituida por um precipitado com tendéncia a
sedimentar.

Nos soros de menor atividade, a reacio se processa em 10 ou 20 minutos,
Ou mesmo, apos um tempo mais longo, devendo por isso a leitura final ser pro-
cedida no fim de 24 horas.

Devido a ésses casos 0 material a ser empregado na reacio deve ser todo
esterilizado, e as operacoes conduzidas com técnica bacteriologica. Isso tem por
fim evitar que o desenvolvimento de bactérias no meio venha falsificar os
resultados.
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