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AVALIACAO DE ANTIGENOS DO TRYPANOSOMA CRUZI PABA A REACAO DE
HEMAGLUTINACAO INDIRETA. II. ANTIGENOS DE DIFERENTES AMOSTRAS E
FORMAS EVOLUTIVAS

Ricardo Wagner de Almeida VITOR & Egler CHIARI

RESUMO

Para aprimorar a sensibilidade e a especificidade da reacdo de hemaglutina-
cio indireta no diagndstico da doenga de Chagas, foram utilizados eritrdeitos sen-
sibilizados com antigeno de epimastigotas de diferentes amostras (clones Al.7, B12,
C1 e cepas D150 e Y), de tripomastigotas metaciclicos de cultura (TMC) e de tri-
pomastigotas de cultura de células (TCC) do Trypanosoma cruzi. Foram titulados
132 soros de individuos chagisicos e 161 soros de nido chagdsicos, diagnosticados
pela reacho de imunoflucrescéncia indireta (RIFI), considerada como reacio de
referéncia no cdleulo dos indices de co-positividade (i.c.p.), co-negatividade (i.c.n.)
e concordancia. Utilizando o titulo discriminante (T.D.) de 1:40, os antigenos da
cepa Y e do clone B12 apresentaram valores elevados para os trés indices calcu-
lados, indicando boa sensibilidade ¢ especificidade em relacfio 4 RIFI. Os antige-
nos dos clones Al.7T e Cl1 apresentaram baixa especificidade considerando o T.D.
de 1:40, mas ocorreu um aumento acentuado para o i.c.n. considerando o T.D,
de 1:80, indicando um aumento de especificidade relativa sem alteragfo signifi-
cativa da sensibilidade relativa. Com os antigenos T'"M.C. e T.C.C. foram obser-
vados titulos mais baixos e valores menores para o i.c.p., indicando poucs sen-
sibilidade em relacic 3 RIFI.

UNITERMOS: Doenca de Chagas; Diagéstico; Sorologia; Hemaglutinacio indireta.

INTRODUCAO

Variados esforgos tém sido realizados na
tentativa de elevar a sensibilidade e a especifi-
cidade de reacdes sorolGgicas utilizadas no diag-
ndstico da doenga de Chagas, aplicando provi-
veis diferencas antigénicas observadas entre
amostras e formas evolutivas do T. eruzi. Pa-
ra a reacio de imunofluorescéncia indirveta (RI-
FI), os melhores resultados foram observados
com antigeno de tripomastigotas sanguineos$
ou com amastigotas$. A reagio de fixacio de
complemento apresentou resultados concordan-
tes com antigeno de cinco diferentes cepas B3,
mas foi mais sensivel com antigeno de amasti-
gotas 5. A reacio de hemaglutiriagﬁo indireta

(RHI) tamhém apresentou resultados concor-
dantes com antigeno de duas cepas de T. cru-
i ¥, mas fol ligeiramente mais sensivel com
antigeno obtido de cultura com predominio de
tripomastigotas 3. Mais recentemente, ARAGIO
e GUPTILL! avaliaram antigenos de epimasti-
gotas e amastigotas pela RIFI e ELISA, ob-
servande titulos mais altos com antigenos dert-
vados de amastigotas em ambos os testes. A
utilizaciio de técnicas de imunoprecipitacéio com
soros humanos infectados permitiu ainda que
estes autores observassem que a quantidade de
antigenos na preparacio de amastigotas é major
gue na preparacio de epimastigotas.
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Neste trabalho apresentamos resultados da
RHI, utilizando antigeno de epimastigotas de
amostras clonadas ou néo, de tripomastigotas
metaciclicos e tripomastigotas de cultura de cé-
lulas, visando elevar tanfo a sensibilidade como
a especificidade da RHI no diagndstico sorolé-
gico da doenca de Chagas.

MATERIAL E METODOS

Amostras de Soros

As amostras de soros foram colhidas de
© 132 iIndividuos chagdsicos diagnosticados pela
RIFI para doenga de Chagas e de 161 indivi-
<uos néo reagentes pela RIFI, incluindo indi-
viduos com ouiras infecgdes parasitirias: leish-
maniose muco tegumentar, amebiase, cisticerco-
se, toxoplasmose e esquistossomose mansoni.
As amostras de soro foram divididas em ali-
yuotas e conservadas g —20°C até o uso.

Reacio de Hemaglutinacao Indireta

A metodologia empregada na extracio de an-
tigeno foi de acordo com HOSHINO-SHIMIZU
2 col. 1, que utilizaram uma extracio alcalina
por NaOH 0,15 M. Os procedimentos para sen-
sibilizagho dos eritrdcitos e execucio das rea-
¢bes também foram de acordo com os autores
acima citados. Os antigenos utilizados foram
extraidos de epimastigotas das seguintes amos-
tras do T. cruzi: clone AL7 (clone F2 da cepa
229}, clone B12 (clone F1 da cepa 167), clone
Cl (clone F1 da cepa 182) e da cepa D150. O
isolamento destas cepas foi por hemocuitura ®
de pacientes chagdsicos crénicos de Bambui
(MG} e os clones obtidos segunde metodologia
descrita por GOLDBERG & CHIARI %, As qua-
tro amostras foram tipadas por determinagfo
do perfil eletroforético de isocenzimas, apresen-
tando respectivamente os perfis A, B, C e D16,
Foram ainda utilizados extratos antigénicos de
iripomastigotas de cultura de células (T.C.C.),
de epimastigotas da cepa Y 7 e de tripomastigo-
tas metaciclicos de ecultura (TM.C.) do clone
Y4, clone F1 da cepa Y com alto potencial de
diferenciacgio.

Para obtencio de massa de epimastigotas,
os flagelados foram cultivados em meio liquido
{“LIT”) por um periodo de 5 a 8 dias. Os TM.C,
foram obtidos através de cultivo do clone Y4
no meio M167 por um perfode de 6 a 8§ dias.
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Este clone apresenta alta taxa de metaciclogé-
nese quando semeado em meio empobrecido,
alcancando até 90% de formas tripomastigotas.
Os T.C.C. foram ohtidos do cultivo continuo da
cepa Y em células “VERQO", mantida por passa-
gens semanais em Meio 199 e separados no 5°
ou 6.° dia de infeccdo?. Todos os flagelados ob-
tidos foram lavados por trés vezes a frio em.
solugdo NaCl 0,15 M e, apds avaliagio diferen-
cial tripomastigota/epimastigota através de es-
fregago, foram estocados a —20°C até 0 momen-
to em que foram liofilizados. Apds a extracido
do antigeno, a concentracio de proteinas foli
avaliada segundc o método -de LOWRY e col. 12,
utilizando albumina de soro bovino como pa-
drao.

Reagiio de Imunofluorescéncia Indireta

Poi executada de acordo cora CAMARGOS,
sendo utilizada como reacio de referéncia na
determinagiio de anticorpos circulantes anti-F.
cruzi no cileuloe dos indices de co-positividade
e co-negatividade 4

Anglise Estatistica

As médias geoméiricas da reciproca dos ti-
tulos positivos foram calculadas utilizando ti-
tulos codificados. A significincia da diferenca
entre médias geométricas de titulos foi verifi-
cadsa por analise de varincia e cdlculo da dife-
renca meédia significativa (DMS), conforme AR-
MITAGE 2.

RESULTADOS

A avaliacio da porcentagem aproximada de
tripomastigotas metaciclicos nas culturas utili-
zadas para extracio de antigeno apresentoiu os

. seguintes resultados: clone AL7, 39%; cione B12,

25%; clone Cl1, 0%; cepa D150, 1%; clone Y4,
90%; cepa Y cultivada em “LIT”, 10%. A cepa
Y cultivada em células “VERQ"” apresentou 95%
de T.C.C.

A concentra¢cio minima ideal de protefnas
para sensibilizar os eritrdcitos variou entre 15
e 30 microgramas por mililitro, independente da
amostra utilizada para extracfio de antigeno.

A Tabela I mostra a distribuicio da fre.
giiéncia dos titulos de anticorpos em 293 soros
para a RHI com eritrdcitos sensibilizados com
os extratos antigénicos das amostras ALY, B12
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Cl e D150. A maior parte dos soros positives pe-  resultados negativos pela RHI, com exceciio dos
la RIFI apresentou titulos variando entre 1:80 antigenos dos clones Al7 e CI, onde ocorren um
e 1:640 pela RHI, enquanto a maioria dos so- elevado numerc de reacbes falso-positivas
ros negativos pela RIFI apresentou também diluigdo 1:40. C

TABELATI
Distribuiciio da fregiliéncia dos titulos de anticorpos pela reagio de hemagliutinacio indireta em 203 ,sorog, de acordo
com o antigeno utilizado (amostras do 'T. eruz) .

Antigeno . RIFI Reciproca dos titulos pela RHI
(Reagio de Total MGRT*
Referéncia) <20 20 40 30 160 320 640 - 1280 2580
Clone ALY Positiva — 1 3 13 39 56 19 1 — 132 .- 234
Negativa 30 95 30 4 2 — — — — 161
Clone B12 Pasitive - 2 4 28 42 29 13 3 —_ 132 186
Negativa 67 88 5 1 — —_ — — — i61
Clone Ci1 Positiva — 1 5 19 34 50 21 2 - 132 224
Negativa 37 96 3 4 i —_ — — — 161
Cepa D130 Positiva 2 6 15 3 32 12 — —_ — 132 1354
Negativa 4 ki 8 1 1 — —_ —_ —_ 161 )

* Media geométrica da reciproca dos titulos positivos

+ MGRT significativamente menor que ag outras médias (F — 13,45, p < 0,05; DMS = 0,08)

Através da Tabela II podemos observar os tigénicos das amostras ALY, B12, CI e D150, con-
indices de co-positividade, co-negatividade e con-  siderando como titulo discriminante as dilui-
cordéncia calculados em relacio & RIFT, utili- ¢des 1:20, 1:40 e 1:80. .
-zando eritrécitos sensibilizados com extratos an-

TABELA II
Avaliagio da sensibilidede e especificidede da RHI em relagio a4 RIFI, de acordo com s amostra utilizada para extragio
de antigeno, através dos indices de co-positividade, co-negetividade e concordancia para 293 soros analisados

Titulo Indice
Antigeno Discriminante Co-positividara Co-negatividade Concordancia

(%}

R T 1} ' 1,0000 0,1863 55,20
Clone Al7 1:40 0.097¢ 0,7764 87,37
1:80 0,9697 0,9673 96,59

1:20 ©1,0000 0,4161 67,92

Clone BI2 1:40 0,9848 09627 97,27
1:80 0,9545 0,938 97,61

1:20 1,0000 0,2298 57,68

Clone CI 1:40 0,9924 0,8261 90,10
1:80 0,9545 0,9689 96,25

: 1:20 0,9848 0,5404 74,08
Cepa D150 1:40 0,9394 0,9379 93,86 .
1:80 0,8258 0,9876 91,47

A RHI com antigeno de epimastigotas da
cepa Y apresentou titulos variando entre 1:20
e 1:1280 para os soros de individuos chagdsicos.
Com antigeno de tripomastigotas, os titulos
vartaram entre 1:20 e 1:320 (Tabela IIT).

Utilizando eritrécitos sensibilizados com an-
tigeno dos clones AlL7 e Cl, foi observado um
nfimero elevado de reactes cruzadas em soros
de individues com esquistossomose e toxoplas-
mose, além de alguns casos isolados de reacdes

cruzadas em soros de individuos com leishma- Foram ainda calculados os indices de :Gl)
niose muco tegumentar, amebiase e cisticercose positividade, conegatividade e concordancia pa-
na diluicdo 1:40 (dados nfio apresentados), ra a RHI em relagio & RIFI, congiderando como
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TABELA III
Distribuigho da fregiiéncia dos titulos de anticorpos pelr reagio de hemaglutinagic indireta em 293 soros, de acordo
com ¢ anbigeno utilizado (formas evolutivas da cepa ¥)

BIF1 Reciproca dos titutos pela RHI
Antigeno {Reacio de Total MGRT*
Referéncia) <30 20 40 80 160 320 640 1280 2560

Epimastigotas Positiva 1 3 9 22 36 4 18 b — 132 1864
da cepa Y Negativa 5 8 7 — 1 —_ — — — 161

TM.C. do Positiva 6 ki 2% Fd k) 21 5 — e 132 58
clone Y4 Negativa 111 48 1 1 — — — — — 161

T.C.C. da Positiva 10 11 32 36 34 9 o —_ - 132 Tl
cepa Y Negativa 124 iy — — —_ — — - — 151

* Média geométrica da reciproca dos titulos positivos

+ MORT significativamente mmaior que as outras médias (F

titulo discriminante as diluigbes de 1:20, 1:40 ¢
1:80 e utilizando eritrdcitos sensibilizados com
extratos antigénicos de epimastigotas, TMC e
TCC (Tabela IV). Nio foi observado um ni-
mero significativo de reacfes inespecificas cru-
zadas em soros de individuos com outras infec-
¢bes utilizando antigeno de tripomastigotas e

4,15, P < 0,05 DMS = 0,09)

titulo discriminante de 1:40. Com antigeno de
epimastigotas da cepa Y foram observados 6

"casos de reagbes cruzadas em soros de indivi-
duos com toxoplasmose cronica, diagnosticados
pela RIFL (IgG) e apresentando titulos entre-
1:16 e 1:1024 (dados nio apresentados).

TABELA IV
Avaliagio da sensibilidade e especificidade da RHI em relagio & RIFI, de acordo gom a forma evolutiva utilizade
para obtengfio do antigeno, airavés dos indices da co-positividade, co-negalividade e concordfincia para 293 soros 8na-

lisados
Titule fndice

_ Antigeno Discriminante Co-positividade Co-negatividade Concordancis
{%)
Epimasti- 1:20 0,9924 0,4653 70,31
gotas da 1:4¢ 0,9697 {,9503 95,90
wepa Y 1:30 0,9015 0,938 95,20
TM.C. do 1:20 0,9545 0,6894 80,89
<lone Y4 1:40 4,5015 0,9875 94,88
1:80 0,6818 0,9938 85,32
TC.C. da 1:20 0,9242 0,8944 90,78
cepa Y 1:40 0,8409 1,0000 92,83
1:30 0,5585 1,0000 81,91

DISCUSSAO anticorpos em umn individuo chagdsico ndo é

A distribuigdo da fregiiéncia dos titulos po-
sitivos pela RHI com antigeno de epimastigo-
tas de qualquer das cepas ou clones foi muito
semelhante, variando, em sua maioria, entre 1:20
e 1:1280. Utilizando antigeno de tripomastigotas
fol observado uma queda significativa na mé-
dia geométrica da reciproca dos titulos, prova-
velmente em consegiiéncia de im menor poten.
cial antigénico para estes estdgios.

Nio hd indicios de que as diferengas obser-
vadas na distribuicio dos titulos tenham impor-
tincia clinica ou epidemiolégica, pois o nivel de
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indicativo da fase da doenca em que se encontra,
Mais importante seria determinar a diluigio
minima capaz de distinguir os verdadeiros soros
reativos ¢ ndo reativos. Pelos resultados obti-
dos podemos observar que os antigenos de epi
mastigotas da cepa Y e do clone B12 podem
ser utilizados para a RHI com titulo discrimi-
nante de 1:40, pois nesta diluico mostraram
valores elevados para o0s trés indices caleula-
dos, indicando boa sensibilidade e especificida-
de em relacio 3 RIFI. Os antigenos dos clones
Al7 e Cl (39 e 0% de TM.C., respectivamente)
nio foram suficientemente especificos, utilizan-
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- do o titulo discriminante de 1:40, mas houve um
sumento significativo do indice de comegativi-
dade, considerando a diluicdo de 1:80, sem alte-
Tagio significativa do indice de co positividade,
I:io havendo neste caso, correlacio entre a por
centagem de tripomastigotas nas amostras estu-
cladas e a especificidade ou sensibilidade do an-
tigeno obtido.

A RHI com antigeno de T.M.C. apresentou
melhores resultados na diluicio de 1:40, apesar
do baixo valor para o indice de co-positividade,
indicando pouca sensibilidade relativa. O anti-
geno chtido de epimastigotas da cepa Y (10%
de tripomastigotas metaciclicos) foi notadamen-
te mais sensivel que o antigeno de TM.C. do
clone Y4 (80% de tripomastigotas metaciclicos).
Neste caso, portanto, notase umsa correlagio
entre a porcentagem de epimastigotas e a sen-
sibilidade do antigeno obtido. Entretanto, os
resultados obtidos com os clones ALT e Cl de-
vem ser considerados, apesar de nfio ss obser-
var esta correlagio. Possivelmente estes resul-
tados estejam também relscionados ao COMpor-
tamento apresentado por amostras de T. crnzi
pertencentes & diferentes zimodemas, sendo ne-
cessdrios estudos adicionais a nivel bioguimico
e imunoclégico.

Os resultados obtidos por BATISTA 3 apre-
sentam um antigeno extraido de cultura com
predominio de TM.C. como mais sensivel que
epimastigotas, resultados contrarios aos aqgui
relatados. Seria importante, entretanto, ressal-
tar que este autor utilizou altas concentracies
de proteina na sensibilizacio dos eritrécitos (350
. microgramas de proteina por mililitro) devido
a0 uso de métodos inadequados de extragio
por tratamento com &gua destilada, o que ex-
plicaria a presenca de moléculas protéicas ines-
pecificas nio sensibilizantes nos extratos anti-
génicos. Por outro lado, esta maior sensibili-
dade somente foi observada por aguele autor
em diluicées acima de 1:1280. A RHT com an-
tigeno de TM.C e T.C.C. apresentou boa espe-
cificidade relativa.

Todos os antigenos extraidos de epimastigo-
tas apresentaram algumas reacles cruzadas
quando tiestados contra soros de individuos
com outras infecgfes, sendo que os resultados
mais significativos foram observados com an-
tigeno dos clones AL7 e Cl, que apresentaram
reatividade cruzada, principalmente em indivi-

duos com toxoplasmose e esquistossomose (da-
dos ndo apresentados). Os resultados obtidos
sugerem uma maior riqueza de determinantes
antigénicos inespecificos comuns enire os cig-
nes AL7 e Cl e os agentes etioldgicos da toxo-
Plasmose e esquistossomose.

SUMMARY

Evaluation of Trypanosoma cruzi antigens for
the indirect hemagglutination test, IL. Different
stocks and evolutive forms

To improve sensitivity and specificity of the
indirect hemagglutination test (IHA) for Cha-
gas’ disease serodiagnosis, different antigens of
Trypanosoma crazi extracts from epimastigotes
(Al7, Bl2 and Cl1 clones; Y and D150 strains)
and from trypomastigotes (metacyclics and tis-
sue cell cultures) were tested. Sera of 132 in-
dividuals with chronic Chagas’ disease, demons-
trated by immunofluorescence test (IFT) and
sera of 161 non chagasic individuals were as-
sayed. The IFT was the reference test to eva-
luate the co-positivity index (cpi) and co-
negativity index (cnd.). The antigens of ¥
strain and BI2 clone presented high values for
the calculated index with a cut off of 1:40,
suggesting sensitivity, specificity and agreement
of THA in relation to IFT. Antigens of Al7 and
Cl clones presented high values for the calcula-
ted index only with a cut off of 1:80. Titers
bpresented by sera from chagasics tested by THA
with trypomastigote antigens were lower than
those with- epimastigote antigens. Trypomas.
tigote antigens pave lower values for co-positi-
vity index, suggesting little sensitivity in re-
lation to IFT.
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