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A Doenga de Chagas, infecgio causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, em
pessoas imunocompetentes €, geralmente, assintomatica ou se apresenta associada com
manifestagdes clinicas leves e ndo especificas. Os pacientes com infecgio crénica podem
apresentar anormalidades cardiacas e/ou digestivas severas, mas estas manifestacdes
clinicas sdo, usualmente, precedidas por muitos anos de infec¢do assintomatica. Deste
modo, a suspeita clinica da infecgdo, além de levar em consideragio aspectos

epidemiologicos, deve ser confirmada por dados laboratoriais.

O diagndstico da fase cronica da infecgfio chagasica €, geralmente, baseado na
presenga de niveis significativos de anticorpos especificos, desde que a detecgio de
parasitas circulantes €, frequentemente, dificil, em consequéncia dos baixos niveis de

parasitemia.

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma técnica
imunoenzimatica (ELISA) rapida e quantitativa para o imunodiagnéstico da Doenga de
Chagas. Considerando que o desempenho de uma técnica imunoldgica depende, em grande
parte, da preparagdo antigénica utilizada, o extrato bruto de 7.cruzi foi fracionado por
cromatografias de afinidade (Sepharose 4B-lentil-lectina) e de troca idnica (DEAE-
Sephacel), na tentativa de se encontrar fragdes com alta atividade antigénica especifica e
baixa reatividade cruzada. Uma fracdo do parasita obtida por cromatografia em DEAE-
Sephacel foi selecionada com base na reatividade apresentada com soros de pacientes com

Doenga de Chagas e leishmaniose.

A técnica ELISA foi padronizada utilizando um sistema comercial para reages
imunoenzimaticas - “Falcon assay screening test” (FAST-ELISA®). Este sistema ¢
constituido por placas apropriadas para todos os passos da reagdo, incluindo uma placa que
possut uma tampa de plastico onde esto fixadas 96 esferas de poliestireno que se encaixam
nos orificios de placas de microtitulagdo. Na realizagdo do teste, a tampa com esferas
revestidas com a preparagdo antigénica de 7.cruzi foi transferida, sucessivamente, apds as
lavagens necessarias, para as placas contendo as amostras de soros sendo testadas, o

conjugado (anti-IgG humana marcada com peroxidase) e o sistema substrato
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(tetrametilbenzidina/perdxido de hidrogénio). Nas incuba¢Bes com os soros, conjugado e
substrato (5 minutos cada, a temperatura ambiente) as placas foram colocadas sobre um
aparelho com movimentos orbitais e agitadas continuamente. As absorbancias das reagdes
foram medidas a 630 nm na placa contendo o substrato. Em todos os ensaios, foram
incluidos soros padrdes contendo concentragBes conhecidas de anticorpos anti-7cruzi, em
termos de unidades de atividade por ml (U/ml). Cada soro foi testado em triplicata e a

absorbéncia média foi transformada em U/ml utilizando a curva padrio.

Em um estudo comparativo, anticorpos IgG anti-T.cruzi foram pesquisados
com as técnicas de ELISA e IFI em 50 pacientes chagasicos cronicos, 58 pacientes com
infecgdes heterologas € em 20 pessoas sadias. A técnica ELISA apresentou sensibilidade de
98% e especificidade de 99%, enquanto que a sensibilidade e a especificidade obtidas com

a reacdo de IFI foram, respectivamente, 92% e 96%.

O bom desempenho, em termos de sensibilidade e especificidade, mais a
simplicidade e rapidez, evidenciam que a técnica de ELISA, por nés desenvolvida, pode ser

de grande utilidade para o imunodiagnostico da Doenga de Chagas.
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A Doenga de Chagas, causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi, é
uma doenga endémica na grande maioria dos paises da America Latina. Inquéritos
sorologicos realizados na década passada evideﬁciaram que cerca de 24 milhSes de pessoas
eram soropositivas para o parasita, com mais de 65 milhdes vivendo em areas endémicas
(DIAS, 1987, WHO, 1991). No Brasil, estimativas feitas no final da década passada
mdicavam que cerca de 5 milhOes de pessoas estavam contaminadas com 7. cruzi € que o
numero absoluto de obitos na década atribuidos a infecgfo era, aproximadamente, 6000/ano

(DIAS, 1987; SILVEIRA & RESENDE, 1994).

A transmissdo vetorial, por meio de insetos da sub-familia 7riatominae, é o
mecanismo primario de difusdo da Doenga de Chagas. O homem toma-se infectado quando
as formas tripomastigotas do parasita, liberadas com as fezes do inseto 4 medida que este se
alimenta, conseguem penetrar no seu corpo através de escarificagbes presentes na pele e/ou
através da lesdio causada pela picada do triatomineo. Apds a penetragio, as formas
tripomastigotas invadem as células proximas & porta de entrada onde se transformam em
formas amastigotas que se multiplicam por fissao binaria no citoplasma celular. Apés
varios ciclos reprodutivos (3 a 5 dias), as formas amastigotas se diferenciam em formas
tripomastigotas que sdo liberadas para os tecidos vizinhos a medida que ocorre ruptura das
células infectadas. Os parasitas podem, entdo, invadir células proximas ao local de sua
liberagio ou podem ser transportados para tecidos distantes, via corrente sanguinea,
iniciando, portanto, novos ciclos de multiplicagdo, com a consequente destruic@io celular.
Vérios tecidos podem ser parasitados, mas os pseudocistos contendo as formas amastigotas
sdo mais frequentemente encontrados em fibras musculares e cardiacas (SCOTT &
SNARY, 1982). A transmissdo do 7. cruzi pela transfusio de sangue é considerada a
segunda via mais frequente de contaminag@o em areas onde ocorre a transmissio ativa pelo
inseto vetor e a principal via de infecgdo nas areas urbanas onde a parasitose nio é

endémica (DIAS, 1987; TEIXEIRA, 1987).

A infecgdo congénita com 7.cruzi pode, também, ser considerada uma via
importante de transmissdo da Doenga de Chagas em certas regides geograficas. Estudos

realizados em algumas regides endémicas no Brasil tém mostrado que a incidéncia de
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transmissfo congénita da Doenga de Chagas entre mées portadoras da infec¢do pode ser da
ordem de 10% (BITTENCOURT et al., 1972). Qutras vias de infecgio com 7T.cruzi, tais
como a transmissdo por transplante de orgios (CHOCAIR et al., 1981; FIGUEIREDO et
al.,, 1990; DIAS et al ,1992; FERRAZ & FIGUEIREDO, 1993} e por acidentes de
laboratério (DIAS, 1992), tém, também, side descritas. O T.cruzi é raramente encontrado
no colostro e/ou leite de mulheres infectadas. De acérdo com a Organizagio Mundial da
Satde (1991), “a transmissdo da Doenga de Chagas pelo colostro e/ou leite materno parece
improvavel, nic havendo, portanto, razbes que impegam a amamentagdo por parte de

mulheres infectadas” (DIAS, 1992).

A grande maioria das pessoas imunocompetentes com Doenga de Chagas aguda

ou crénica € assintomatica ou apresenta manifestagoes clinicas brandas e ndo especificas

A fase aguda da infecgdio chagasica caracteriza-se por alta parasitemia
sanguinea € intenso parasitismo ac nivel dos tecidos (SCOTT & SNARY, 1982:
TEIXEIRA, 1987). Nos casos com manifestagdes clinicas, podem ser observados uma série
de sintomas ndo especificos, entre os quais salientam-se: febre, adenomegalia,
hepatoesplenomegalia, dor muscular, taquicardia ¢ anemia (SCOTT & SNARY, 1982;
TANOWITZ et al,, 1982). Casos agudos com aumento da area cardiaca e miocardite,
também, tém sido descritos (SCOTT & SNARY, 1982). Os sinais da porta de entrada do
parasita, como o chagoma de mnoculagdo na pele e o sinal de Romafia na palpebra, sdo
pouco frequentes em nosso meio (TEIXEIRA, 1987). A duragdo da fase aguda da Doencga
de Chagas no homem varia de 1 a 2 meses, e a diminuigdo do nimero de parasitas
circulantes deve-se, provavelmente, ac desenvolvimento de imunidade humoral e celular

(SCOTT & SNARY, 1982).

A infecgdo chagasica, quando ndo fatal na fase aguda, evolui para uma fase
cromica. Os pacientes com infecgio cronica podem exibir anormalidades cardiacas e/ou
digestivas severas, mas estas manifestagdes clinicas sdo, geralmente, precedidas por muitos
anos de infeccdo assintomatica. Prata (1990), baseando-se em critérios clinicos, evolutivos

e de prognostico, considera as seguintes formas cronicas da Doenga de Chagas: forma
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indeterminada, forma cardiaca, forma digestiva, forma nervosa ¢ forma com exacerbagdes
agudas. Na forma indeterminada, as pessoas apresentam sorologia compativel com a
infeccdio chagasica, algumas com xenodiagnéstico positivo. Os exames complementares
convencionais (RX, ECG ) sdo normais, mas estudos histopatologicos do coracio ja podem
revelar lesbes miocardicas discretas, qualitativamente semelhantes as da forma cardiaca
cronica. A forma cardiaca € caracterizada por uma cardiomiopatia dilatada com predominio
das manifestagtes clinicas de insuficiéncia cardiaca. Nesta forma podem, também, ocorrer
distarbios de condugdo, de repolarizagdo ventricular e extra-sistoles, com elevada
frequéncia de morte subita. A forma digestiva caracteriza-se pelo envolvimento de visceras
ocas, sendo acometidos principalmente o es6fago e o colon, com os pacientes apresentando
graus variados de acalasia, com dilatagio e espessamento da paredes destes orgdos. A
forma nervosa caracteriza-se pelo comprometimento do sistema nervoso associado com a
desnervagdo. Em algumas pessoas com a forma cronica da doenga, 0 comprometimento do
sistema imune pode induzir um quadro clinico semelhante aquele observado na fase aguda
da infec¢do. Nos ultimos anos, a forma cronica com exacerbagdes agudas adquiriu maior
importincia, pelo nimero crescente de casos relacionados a4 imunossupressdo, seja por
doengas que resultam em comprometimento do sistema imune, como a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), ou pelo uso de imunodepressores por pessoas
transplantadas ou portadoras de neoplasias hematologicas ou de doengas que acometem as
linhagens linfocitirias. Nos casos de reativagio da infecclio, os parasitas podem ser
detectados no sangue periférico de pacientes chagasicos cronicos, na auséncia de anticorpos

especificos da classe IgM (KOHL et al., 1982; LEIGUARDA et al., 1990).

Na fase aguda da infecgio chagasica, o diagnostico pode ser efetuado pela
pesquisa direta do parasita no sangue das pessoas supostamente infectadas, podendo o
exame ser feito a fresco, em gota espessa, ou em esfregago corado (SCOTT & SNARY,
1982; TEIXEIRA, 1987). Quando os parasitas nio 530 detectados por estes métodos, pode-
se inocular amostras de sangue ou papa de leucocitos em camundongos € examinar
amostras de sangue dos animais, a cada dois ou trés dias. Amostras de sangue ou papa de

leucocitos obtidas de pessoas com suspeita de infecgdo podem, também, ser inoculadas em
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meio liquido, sendo os parasitas, nos casos positivos, observados microscopicamente nas

culturas ap6s algumas semanas (TANOWITZ et al., 1992).

Alguns poucos estudos sugerem que antigenos de T.cruzi podem ser facilmente
detectados no soro € na urina de pacientes com infecgio chagéasica aguda. Freilij et al.
(1987), por exemplo, foram capazes de detectar antigenos de T.cruzi em amostras de urinas

concentradas e de soros de todos os dez casos de infecgdo chagasica aguda estudados.

O xenodiagnéstico € um dos métodos mais sensiveis para a identificacio da
fase aguda da infecgio chagasica. Neste método, permite-se que triatomineos, criados em
laboratorio, alimentem-se com o sangue de pessoas com suspeita clinica da infecgdo.
Algumas semanas depois, examina-se 0 conteido intestinal dos insetos na tentativa de

detecgdo do parasita.

Nos estagios cronicos da infecgdo, devido a parasitemia subpatente, os métodos
de demonstragio do parasita niio oferecem bons resultados. O xenodiagnostico, por
exemplo, € positivo em, aproximadamente, 50 % dos pacientes (TANOWITZ et al 1992).
Em alguns casos, vérias repeti¢des do teste sdo necessarias para se obter um resultado
positivo (SCOTT & SNARY, 1982). Outra desvantagem do método é o longo periodo
requerido para se obter os resultados, em média 40 dias (SCOTT & SNARY, 1982:
TANOWITZ et al, 1992). Além disto, reagdes alérgicas podem, também, ocorrer em

individuos que s#o testados frequentemente (COSTA et al., 1981).

Os resultados da pesquisa de antigenos de T.cruzi no sangue ou em outros
fluidos biologicos na fase cronica da infecgfo chagasica, até o presente momento, nio sio
muito animadores. Antigenos de 7.cruzi tém sido detectados em 50% a 82% das amostras
de soros ¢ em 32% a 93% das amostras de urina de pacientes chagasicos cronicos
(ARAUJO, CHIARI & DIAS, 1981; KATZIN et al, 1989; FERREIRA, 1992;
TANOWITZ et al,, 1992). Convém, entretanto, ressaltar que a pesquisa de antigenos do
parasita pode ser muito util em casos com forte suspeita clinica da infecgfio apresentando

sorologia negativa ou duvidosa (FERREIRA, 1992; TANOWITZ et al., 1992). A deteccao
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de antigenos pode ser, particularmente, importante em pacientes apresentando
comprometimento da resposta imune ou submetidos 4 terapia imunossupressora. Além
disto, alguns estudos indicam que a pesquisa de antigenos de 7.cruzi pode contribuir para a

avaliacdo do tratamento da infecgiio (FERREIRA, 1992).

A deteccBo de anticorpos especificos €, ainda, o melhor e mais utilizade método

para a identificagdo da infec¢do crénica por T.cruzi,

Varias reagSes tém sido utilizadas para o imunodiegndstico da Doenga de
Chagas, entre as quais salientam-se: reagdo de fixacdo de complemento (RFC); reacio de
aglutinagio direta (AD);, reagio de hemaglutinacio passiva (HP); reaclio de

imunofluorescéncia indireta (IFI) e as rea¢des imunoenzimaticas (ELISA).

Logo apos a identificaciio da doenga por Carlos Chagas, em 1909, Guerreiro e
Machado (1913), utilizando extratos aquosos de orgdos de cdes jovens infectados com
T cruzi, desenvolveram a primeira RFC para o diagnéstico da Doenga de Chagas. A medida
que esta reagdo passou a ser utilizada, uma série de rea¢des cruzadas foram observadas com
soros de pacientes com outras infecgdes e mesmo com soros de pessoas sadias. A partir de
meados da década de 30, uma série de modificacdes relacionadas a obtencdo de extratos de
T.cruzi a partir de formas de cultura do parasita (KELSER, 1936) e & extracio de antigenos
do mesmo com solventes orginicos (ROMANA & DIAS, 1942; FREITAS & ALMEIDA,
1949; CHAFFEE, FIFE & KENT, 1956), foram descritas. Estas modificacdes reduziram
significativamente a reatividade cruzada observada com soros de pessoas sadias e com
infecges heterologas, mas reagdes cruzadas continuaram a ser observadas, principalmente
com soros de pacientes com leishmaniose. A RFC, embora sendo uma reacio de baixa
sensibilidade e dificil de padronizar, pela quantidade e tipo dos reagentes envolvidos, foi,
até recentemente, a unica técnica utilizada para o imunodiagnéstico da Doenca de Chagas
em muitos laboratérios, principalmente os de banco de sangue. Cumpre, ainda, ressaltar

que, a RFC ndo permite a distingAo entre anticorpos especificos das classes I[gM e 1gG.

A reagdo de AD para Doenga de Chagas foi descrita por Muniz e Freitas, em
1944, utilizando formas de cultura vivas do 7.cruzi. Em 1971, Vattuone e Yanovsky

descreveram um teste de AD utilizando formas epimastigotas, tripsinizadas e formolizadas.
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Desde a sua descrigdo, a alta sensibilidade da técnica de AD tem sido evidenciada em
varios estudos comparativos com outras técnicas imunologicas. Entretanto, somente a
modificagio efetuada por Storni, Bolsi e Yanovski, em 1975, referente ao tratamento
prévio dos soros com 2-mercaptoetanol (2-ME), para a eliminagdo de anticorpos naturais
da classe IgM que ocasionavam reagSes falso - positivas, fez com que a rea¢do adquirisse
especificidade aceitavel. A reagio de AD, ainda hoje, € bastante utilizada para o
imunodiagnostico da Doenga de Chagas. Cumpre ressaltar que a rea¢io de AD pode
apresentar dificuldades com relagdo a leitura dos resultados. Além disto, devido ao
tratamento previo dos soros com 2-ME, a técnica ndo € capaz de detectar anticorpos
especificos da classe IgM.

A reacgdo de HP para Doenga de Chagas foi descrita na segunda metade da
década de 60 (KNIERIM & SAAVEDRA, 1966, CERISOLA, FATALLA CHABEN &
LAZZARI, 1967, KNIERIM & RUBINSTEIN, 1970). Na década de 70, varios
pesquisadores desenvolveram técnicas de HP para a detecgdo de anticorpos anti-7.cruzi e
mostraram a utilidade das mesmas por meio de estudos comparativos com outras técnicas ja
estabelecidas. Neste particular, sobressai o trabalho de CAMARGO, HOSHINO &
SIQUEIRA, em 1973, mostrando a similaridade de resultados obtidos com as técnicas de
HP, RFC e IFI. Neste trabalho, as reagdes de HP foram realizadas com eritrocitos humanos
(O, Rh’) formolizados revestidos com um extrato bruto de formas epimastigotas de 7.cruzi.
Trabalhos subsequentes mostraram que, embora com alta especificidade, a sensibilidade da
reacio de HP, em muitos casos, € menor do que aquela obtida com outras técnicas
convencionais (LUQUETTI, 1990). Entretanto, a simplicidade de execucio, aliado ao fato
da técnica ndo requerer equipamentos sofisticados, faz com que a reagio de HP seja
atualmente muito utilizada, tanto em laboratorios de rotina como em estudos
soroepidemiologicos (FERREIRA, 1992). Entretanto, € importante ressaltar, com base em
nossa experiéncia laboratorial, que os resuliados obtidos com diferentes lotes de alguns kits

comerciais estdo sujeitos a uma variagdo acima do esperado.
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Fife ¢ Mushel, em 1959, utilizande formas epimastigotas de 7.cruzi,
descreveram a reagdo de IFI para a pesquisa de anticorpos anti-7.cruzi. Embora seja sabido
que titulos de IFI significativamente maiores sdo obtidos com as formas tripomastigotas e
amastigotas (FERREIRA,1992), a técnica atualmente utilizada tem como meodelo o
trabatho original de Camargo, publicado em 1966, utilizando formas epimastigotas
formolizadas fixadas em areas pré-determinadas de ldminas de microscopia. A reagiio de
IFI, dada a simplicidade de execugdo, € uma das técnicas atualmente mais utilizadas em
laboratérios equipados com microscopios de fluorescéncia. Convém ressaltar que, embora
com alta sensibilidade, a especificidade da reagdo de IFI néo € a ideal, visto que reacdes
cruzadas s@o frequentemente observadas com varias infecgBes heterologas, principalmente
com leishmaniose. Além disto, dada a subjetividade da leitura, resultados discordantes
podem ser encontrados com soros apresentando nivel de reatividade proximos ao valor do

“cut-off” estabelecido para a técnica.

A primeira reagdo imunoenzimatica desenvolvida para a pesquisa de anticorpos
anti-T.cruzi foi descrita por Voller et al., em 1975. A reagio foi realizada em placas de
poliestireno com orificios revestidos com um extrato bruto de T.cruzi ¢ um conjugado
contendo anticorpos anti-imunogiobulina humana marcados com fosfatase alcalina foi
utilizado para a identificagdo dos anticorpos especificos. Os autores observaram uma

relag@o direta entre os niveis de anticorpos e a intensidade da coloragdo das reagdes.

As técnicas imunoenzimaticas vém sendo cada vez mais utilizadas para o
imunodiagnostico da Doenga de Chagas. Entretanto, a grande maioria destas técnicas, além
de demoradas, fornecem, apenas, resultados qualitativos ou, no maximo, semi-
quantitativos, pois os tempos de reagdo escothidos para a leitura das reagdes excedem em
muito a porgdo linear da reagdo de conversdo do substrato. Em uma reagio enzimatica, a
concentragdo de enzima € linear com respeito a atividade (velocidade da reacio) somente
durante a breve fase inicial da reagfo, quando a concentragdo da enzima é muito menor do

que a do substrato (TSANG, WILSON & PERALTA, 1983; HANCOCK & TSANG,
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1986; MADDISON, 1987). Deste modo, a determinagio do intervalo de tempo adequado
para a leitura das reagdes, apds a adigio do sistemna substrato, € uma exigéncia fundamental
para a caracterizagdo da técnica como quantitativa. Com o intuitc de minimizar as
variagbes inerentes as técnicas imunoenzimaticas, € essencial incluir em cada placa de
reacdo uma série de soros padrdes com niveis conhecidos de anticorpos em termos de
unidades de atividade por ml (U/ml) e transformar as absorbéncias obtidas em U/ml
utilizando a curva gerada pelo ensaio dos referidos padroes. Além disto, €, também,
fundamental a padronizagdo da técnica com excesso de todos os reagentes, exceto aquele

sendo testado.

O sistema “Falcon assay screening test”(F.A.S.T.) da Becton & Dickinson
(New Jersey, USA), permite o desenvolvimento de técnicas imunoenzimaticas rapidas. O
sistema F.A.S.T. tem sido utilizado por outros autores para a identificagdo de anticorpos
monoclonais (SCHEINBERG et al., 1983) e para a pesquisa de anticorpos especificos em
doencas infecciosas e parasitarias, incluindo infecgdes virais de perus (IANCONESCU,
1985), esquistossomose mansdnica (HANCOCK & TSANG, 1986), malaria (CAMPBELL
et al., 1987), fascioliase (HILLYER & GALLANES, 1991) e leishmaniose visceral canina
(ASHFORD et al., 1993). A técnica ELISA utilizando o sistema F.A.S.T. (FAST-ELISA),
descrita por Hancock e Tsang (1986) para a pesquisa de anticorpos anti-S.mansoni,
apresenta todos os requisitos necessarios a um procedimento quantitativo para a pesquisa de

anticorpos especificos.

Uma grande variedade de preparagGes antigénicas tem sido utilizada em
técnicas imunoenzimaticas desenvolvidas para o imunodiagnostico da Doenga de Chagas,
incluindo extratos brutos do parasita (VOLLER et al, 1975; MAGNAVAL et al., 1985;
FERREIRA et al., 1991), antigenos purificados por cromatografia de afinidade utilizando
lectinas (SCHECHTER et al., 1983; SCHECHTER et al, 1985; GUHL, 1990;
SCHARFSTEIN et al, 1986} ou anticorpos monoclonais (SNARY et al., 1981;
TACHIBANA, NAGAKURA & KANEDA, 1988), filtragdo em gel (SCHECHTER et al.,
1986) ou peptideos sintéticos obtidos por meio de técnicas de biologia molecular

(LUQUETTIL 1990; FRANCO DA SILVEIRA, 1992).
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A utilizagdo de antigenos como reagentes sorologicos, para a pesquisa de
anticorpos especificos, requer que os mesmos possuam algumas caracteristicas. Neste
particular, ¢ importante que os antigenos sejam obtidos em quantidades suficientemente
grandes com relativa facilidade, sejam estiveis sob condi¢bes usuais de estocagem,
contenham componentes antigénicos reconhecidos pelo maior nimero possivel de pessoas
infectadas, ndo apresentem ou apresentem quantidades minimas de componentes capazes de
serem reconhecidos por anticorpos induzidos por infecgBes heterdlogas e tenham

compatibilidade com o sistema de anélise empregado (TSANG et al., 1983).

Como ja salientado, embora as formas amastigotas e tripomastigotas
encontradas nos mamiferos sejam as mais reativas, as formas epimastigotas, encontradas no
inseto vetor, sd0 comumente as mais utilizadas para a obten¢do de antigenos, dada a
relativa facilidade com que as mesmas sdo cultivadas em meios de cultura relativamente

simples.

A utilizagdo de extratos brutos de 7.cruzi tem ocasionado uma série de
problemas, entre os quais destacam-se os resultados falso-negativos e falso-positivos. Entre
os fatores responsaveis pela sorologia negativa em pacientes chagasicos destacam-se - a)o
limite de sensibilidade da técnica utilizada; b) a variabilidade de constituintes entre as
diferentes cepas de 7T.cruzi e entre os varios estigios do parasita (BONGERTS &
DVORAK, 1983; PLATA, GARCIA PONS & EISEN, 1984; RANGEL-ALDAO et al.,
1986); c) a resposta imune do hospedeiro (TRISCHMANN et al, 1978; ISRAELSKI,
SADLER & ARAUJO, 1988). Com relagdo aos resultados falso-positivos, um dos maiores
desafios com relagdo a sorologia da Doenga de Chagas € a expressio no T.cruzi de
componentes antigénicos que sdo reconhecidos por anticorpos induzidos contra outros
agentes infecciosos (ARAUJO, 1992; STOLF, 1992). Particularmente importante € a
reatividade cruzada observada entre Doenga de Chagas e leishmaniose, visto que em
grandes areas geograficas as duas parasitoses sdo endémicas (DIAS, 1992). Deste modo,
para o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas para o diagnostico da Doenga de Chagas,
¢ essencial fracionar o extrato bruto de T'cruzi , na tentativa de se encontrar fragdes que

apresentem alta atividade antigénica especifica e baixa reatividade cruzada.
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2. Objetivos
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Os objetivos do presente projeto sio:

1. Obtengéo de uma preparagio antigénica de T.cruzi, com alta atividade antigénica

especifica e baixa reatividade cruzada.

2. Desenvolvimento de uma técnica imunoenzimatica quantitativa rapida para o

imunodiagnostico da Doenga de Chagas com alta sensibilidade e especificidade.

Objetivos 12



3.Material, Métodos e Casuistica
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MATERIAL E METODOS

1. Reagentes usados

Acetato de sodio, acido acético glacial, acido cloridrico, azida sédica, azul de
Evans, carbonato de sodio, cloreto de sodio, cloreto de potassio, etilenodiaminotetraacetato
de sédio (EDTA), fosfato de sddio dibasico, fosfato de soédio monobasico, glicerina,
glicose, hemina e isopropanol (E. Merck, Darmstadt, Germany); infusfo de figado e
triptose (Difco Laboratories, Detroit, USA); soro fetal bovino (WL Imunoquimica, Rio de
Janeiro, Brasil); antigeno de 7.cruzi para IF1 e anti-IgG humana marcada com fluoresceina
(Biolab Diagnéstica S.A., Rio de Janeiro, Brasil); alfa-D-metil-manopiranosideo, anti-IgG
humana marcada com peroxidase, DEAE-Sephacel, fluoreto de fenilmetilsulfonila (FFMS),
leupeptina, Sepharose 4B-lentil-lectina, tetrametilbenzidina (TMB), tween 20 e uréia
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, USA); peroxido de hidrogénio (H,0,) e tris-
(hidroximetil)-aminometano (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA), " kit " para
dosagem de proteinas pelo método de Bradford (Bio Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA), antigeno metilico de T.cruzi para RFC (Lio-Serum, Ribeirio Preto, Brasil);

hemolisina (Cecon, S3o Paulo, Brasil); tampao barbital (Celm, Sao Paulo, Brasil).

2. Preparacio dos antigenos de T.cruzi
2.1. Obtengao de formas epimastigotas de 7.cruzi

Formas epimastigotas de 7. cruzi (cepa Y) foram mantidas em meio de cultura
liquide-" Liver-Infusion Tryptose Medium "(LIT), enriquecido com 10% de soro bovino
fetal (YAGER, 1960, CHIARI, 1992). Apos incubagao, durante sete dias, a 28°C, os
parasitas foram lavados trés vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos 0,15 M,
pH=7,2 (SST) estéril, utilizando centrifugagdes a 500.g, a 5°C, por 20 minutos, O

precipitado resultante da ultima centrifugagdo foi ressuspendido em volume conhecido de
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SST estéril e a concentragio de parasitas foi determinada por meio de contagem em cimara
de Newbauer. As suspensdes finais de 7. cruzi foram mantidas a -70°C até o momento do

usoQ.

2.2. Obtencio dos extratos brutos de 7. cruzi

As suspensdes de I. cruzi foram descongeladas e submetidas a sonicacdo
(Sonicador Branson, modelo SX - B30), em banho de gelo, por irés minutos
(1 minuto de sonicagio/1 minuto de pausa), com tempo de pulso de 20 segundos e poténcia
ajustada em 3. Para cada ml de material sonicado, acrescentou-se 1 pl de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (FFMS) a 0,25 M em isopropanol e 1 p! de leupeptina a 0,1% em &gua
destilada. O material foi deixado, entdo, sob agitagfio lenta e continua, a 4 °C, durante 15
horas, para a extragio dos antigenos, sendo, a seguir, centrifugado a 48 000.g, a 4 °C, por
30 minutos (centrifuga refrigerada Beckman, rotor 75 Ti). Apds a centrifugagio, o
sobrenadante foi removido cuidadosamente e passado através de filtros Millex® com
tamanhos de poros 0,45 pm (Millipore Corporation, Bedford, USA). Este matenial,
chamado de extrato bruto obtido com SST (EB- SST), foi aliquotado e mantido a -70°C até
o momento do uso. O precipitado resultante da centrifugagiio foi ressuspendido em tampdo
Tris-HCl 0,05 M pH= 8,0, contendo 8M de uréia. O material foi sonicado, como
previamente descrito, ¢ deixado sob agitacio lenta, a 4°C, durante 2 horas. Apds
centrifugagio, a 48 000.g, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi cuidadosamente
retirado ¢ submetido a cromatografia de exclusdo em coluna PD-10 (Pharmacia Fine
Chemicals, Piscataway, NJ), equilibrada com tampdo Tris-HCI 0,05 M pH= 8,0. Este
material, chamado de extrato bruto obtido com uréia (EB-U), foi aliquotado e mantido a -

70°C até o momento do uso.
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2.3. Fracionamento do EB-SST através de cromatografia de afinidade

O extrato bruto de Z.cruzi obtido com SST (EB-SST), foi submetido a
cromatografia de afinidade em colunas de Sepharose 4B - lentil - lectina. As
cromatografias de afinidade foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por
Garvey, Cremer e Sussdorf (1977), com algumas modificagbes. Resumidamente, o
EB-SST foi previamente equilibrade com tampfio Tris-HCl 0,05 M pH = 8,0 contendo
0,IM de NaCl (tampdo Tris-HCl / NaCl), utilizando cromatografias de exclusio em
colunas PD-10. A Sepharose 4B - lentil-lectina foi transferida para uma coluna de vidro
com placa porosa e lavada, a temperatura ambiente, sucessivamente, com a quantidade
adequada de cada uma das seguintes solugdes: tamp&o Tris-HCI / NaCl, tampdo Tris-HCI /
NaCl contendo 0,25 M de alfa-D-metil-manopiranosideo (tampdo Tris-HCI / NaCl / MM) e
tampéo Tris-HC)l/ NaCl. Apos a lavagem, o fluxo da coluna foi interrompido quando o
tampdo cobria superficialmente o gel. Foram, entdo, adicionados 3 ml do material a ser
cromatografado, contendo 3 mg de proteina/ml. (para cada 3 mg de proteina foram
utilizados 1ml de gel). A mistura foi incubada, por 10 minutos, 4 temperatura ambiente e,
por 2 horas, a 4°C, com agitagdo ocasional, com auxilio de um pequeno bastio de vidro.
Apos a incubagio, o fluxo da coluna foi normalizado e o efluente coletado em fragdes de
1,5 ml por tubo, sendo a densidade optica (D.O) de cada fragdo determinada por leitura em
espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda de 280 nm. Apds a entrada do material
na resina, continuou-se adicionando tampé@o Tris-HCI / NaCl, até obter-se fragdes com D.O
1guais a zero. As fragGes nas quais houve detecgio de proteinas foram misturadas, sendo o
volume final chamado de Fragdo A. Apos a lavagem com tampéo Tris HCI / NaCl, o fluxo
da coluna foi interrompido sendo adicionado ao gel tampZo Tris-HCl/ NaCl / MM. A
mistura fol, entdo, mantida, por 2 horas, a 4°C, com agitagio ocasional. Apos esta
incubacgio, o fluxo da coluna foi normalizado ¢ o efluente coletado, como descrito
anteriormente, até obter-se fragdes com D.O. iguais a zero. As fragdes nas quais houve

detecgdo de proteinas foram misturadas, sendo o volume final chamado de Fragio B.

As fracBes A e B foram concentradas utilizando membranas YM-10 (Amicon

Corporation, Danvers, USA), em um sistema de ultrafiltragio com pressdo positiva. Apds
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determinac#o das concentragdes proteicas, as fragdes foram aliquotadas e mantidas a -70°C

até o momento do uso.

2.4. Fracionamento do EB - SST através de cromatografia de troca iénica

O extrato bruto de T.cruzi (EB-SST) foi submetido a cromatografia de troca
idnica em colunas de DEAE-Sephacel. O EB-SST foi equilibrado com tampdo Tris-HCI
0,02 M pH = 8,1 (tampdo de equilibrio), utilizando cromatografias de exclusio em colunas
PD-10. A resina foi equilibrada com o mesmo tamp@o por meio de lavagem em coluna de
vidro com placa porosa. Volumes iguais (6,5 ml) do EB-SST, contendo 2,5 mg de
proteina/ml, e de DEAE-Sephacel foram misturados em um becker. Apos incubagio, a 4°C,
por 75 minutos, com agitagio periddica, a mistura foi transferida para uma coluna de vidro
com placa porosa. O efluente foi coletado em fragdes de 1,5 ml/tubo, sendo a absorbéncia
de cada fragdio determinada por leitura em espectrofotdmetro utilizando comprimento de
onda de 280 nm. Apos a entrada do EB-SST na resina, continuou-se adicionando o tampio
de equilibrio até obter-se fragdes com densidades oticas (D.O) iguais a zero. As fragdes nas
quais houve detecgdo de proteinas foram misturadas, sendo o volume final (22,5 ml)
chamado de Fragdo I. Apds esta primeira eluigio, o fluxo da coluna foi interrompido e
adicionou-se 4 resina 5 ml do tampio de equilibrio contendo 0,25M de NaCl. O material
foi deixado, a 4°C, por 75 minutos, com agitagio periodica do mesmo utilizando um
pequeno bastdo de vidro. O fluxo da coluna foi, entfio, normalizado ¢ o efluente coletado
como descrito previamente. O volume final (36,5 m!) foi chamado de Fragdo II. O mesmo
procedimento basico foi utilizado para obter-se as demais fracdes: F ragdo III
(volume=40ml), obtida com tampéo de equilibrio contendo 0,5M de NaCl: Fragio IV
(volume=18 ml), obtida com tampéo de equilibrio contendo 1M de NaCl As fracdes foram
concentradas utilizando membranas YM-10, como ja descrito. Apos determinagdo das
concentragdes proteicas, as fragdes foram aliquotadas e mantidas a -70°C até o momento do

uso.
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3. Padroniza¢io da técnica imunoenzimatica (ELISA)

A técnica de ELISA foi desenvolvida utilizando o Sistema F.A S.T. - ELISA®
(Becton-Dickinson and Company, New Jersey, USA). Neste sistema, tampas de placas de
microtitulagio tém fixadas a sua superficie interna 96 pequenas esferas de poliestireno em
uma disposi¢do que permite o encaixe preciso das mesmas nos orificios de placas de
ELISA. Na realizagio do teste, as esferas revestidas com antigenos sfo imersas nos
orificios de uma placa de reagdo contendo as diluigBes apropriadas dos soros a serem
testados. Apds o periodo de incubagio, as esferas sfo lavadas e a tampa € transferida para
uma placa de reagio contendo o conjugado. Apos a incubagdio com o conjugado e lavagem
das esferas, a tampa ¢ transferida para uma placa de reag@io contendo o sistema substrato.
Apods nova incubagiio, a tampa com as esferas € removida da placa e desprezada, sendo as
absorbancias das reagbes na placa contendo o sistema substrato determinadas utilizando
uma leitora de placas de ELISA. A técnica de ELISA foi padronizada de acordo com o
protocolo idealizado por Hancock e Tsang (1986) para a pesquisa de anticorpos anti -
Schistosoma mansoni, com algumas modificagdes. As incubagbes com os soros, conjugado
e sistema substrato (5 minutos cada), foram realizadas com agitacdo continua das placas de
reacdo utilizando um agitador Kline com movimentos orbitais (Fanem LTDA, Sdo Paulo,
Brasil). As lavagens das esferas foram efetuadas primeiro com SST contendo 0,1 % de
Tween 20 (SST-Tw) e depois com SST. As lavagens com SST-Tw foram feitas com o
auxilio de um "sprayer” de ar comprimido portatil (Ames Company, Parkersburg, USA).
As lavagens com SST foram realizadas com um jato de tampdo fluindo através de uma

mangueira de latex utilizando um sistema de sifonagao.

3.1. Preparacio dos soros padrées

Trés “pools” distintos de soros humanos, um de pacientes com Doenca de

Chagas (PCH), um de pacientes com leishmaniose (PLH) e um de pessoas sadias (PSN),

Muaterial. Métodos e Casuistica 18



foram utilizados para testar os extratos brutos de T.cruzi e as fragbes obtidas pelas

cromatografias de afinidade e troca idnica.

O PCH fo1 preparado misturando-se partes iguais de soros de 10 pacientes
chagasicos cronicos. Todos os pacientes apresentavam, além de epidemiologia e quadro
clinico compativel com Doenga de Chagas, niveis significativos de anticorpos anti-7.cruzi,
detectados por IFI. O PLH foi preparado misturando-se partes iguais de soros de quatro
pacientes infectados com Leishmania tropica e de dois pacientes infectados com
Leishmania donovani. O PSN foi preparado misturando-se partes iguais de soros de quinze
pessoas sadias, funcionarios e estudantes da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Todas as pessoas sadias apresentavam

epidemiologia e reagdes sorologicas para Doenga de Chagas negativas.

Ao PCH foi atribuido, arbritariamente, uma concentragio de anticorpos anti-
Tcruzi equivalente a 1000 unidades de atividade por ml (U/ml). Soros padrdes positivos
para Doenga de Chagas, com atividades variando de 5 a 800 U/ml, foram preparados

diluindo-se 6 PCH com o PSN.

3.2, Determinacio das concentracdes 6timas dos reagentes
3.2.1. Determinagiio da concentragio 6tima do antigeno

As preparages antigénicas de 7. cruzi (extratos brutos e fragdes) foram
diluidas em tampéo Tris-HCl 0,05 M pH = 8,0, contendo 0,3 M de KCl ¢ 2 mM de EDTA,
de modo a se obter concentragdes de proteina variando de 0,01 a 6 pg/ml. Foram
adicionados aos orificios de uma placa de ELISA de fundo chato, em triplicata, 170 pl de
cada diluigdo do antigeno. As esferas de poliestireno foram imersas nos orificios contendo
as varias dilui¢gdes do antigeno e as placas foram mantidas, a temperatura ambiente, por 90
minutos, com agitagao continua, sendo, a seguir, deixadas a 4°C, por 15 horas, em repouso.

Apos a sensibilizagdo, as esferas foram lavadas com SST-Tw e SST, como previamente
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descrito. A tampa com as esferas sensibilizadas foi transferida para uma placa de ELISA de
fundo chato contendo em seus orificios 100 pl de PCH diluido a 1/30 com SST-Tw. Apés
mcubagdo, por 5 minutos, a temperatura ambiente, sob agitagiio continua, as esferas foram
lavadas, como ja descrito. A tampa foi, entdo, transferida para uma placa contendo 19 ml
do conjugado (anti-IgG humana marcada com peroxidase) diluido a 1:500 em SST-Tw.
Apds incubacdo, por 5 minutos, a temperatura ambiente, sob agitagdo continua, as esferas
foram lavadas, como j4 descrito, e transferidas para uma placa de ELISA de fundo chato
contendo 150 pl do sistema substrato, tetrametilbenzidina (TMB)/perdxido de hidrogénio
(H,0,), por orificio. Apos incubagio, sob as mesmas condigdes, a tampa com as esferas foi
retirada e desprezada. As absorbancias das reagdes foram lidas a 630 nm, em uma leitora de

placas de ELISA (Eti-System Reader, Sorin Biomedica, Italia).

3.2.2. Determinacio da concentragiio 6tima do conjugado

Para a determinacio da concentragio 6tima do conjugado, as esferas de
poliestireno foram sensibilizadas com EB-SST, contendo 3 pg de proteina/ml, diluido em
tamp#o Tris - HCI 0,05 M pH = 8,0, contendo 0,3 M de KCI ¢ 2 mM de EDTA. Aos
orificios de uma placa de poliestireno de fundo chato foram adicionados 100 ul de PCH
diluido a 1/30 com SST - Tw. Apés incubagdio com o soro, por 5 minutos, a temperatura
ambiente, sob agitagdo continua, as esferas foram lavadas, como ja descrito, ¢ transferidas
para uma placa de poliestireno de fundo chato contendo, em triplicata, 100 p! de varias
dituigdes (1/250; 1/500; 1/750; 1/1000; 1/2000; 1/4000; 1/10000; 1/20000) do conjugado
(anti-IgG humana marcada com peroxidase) em SST - Tw. Apos incubago, por 5 minutos,
a temperatura ambiente, com agitacio continua, e lavagem das esferas, foi feita a
incubagdo, nas mesmas condigdes, com o sistema substrato (TMB/H,0,). Apds a incubagio
com o sistema substrato, as absorbincias das reagdes foram lidas a 630 nm, como ja

descrito.
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3.2.3. Determinaciio da concentracio 0tima do sistema substrato

A concentragdo dos reagentes do sistema substrato usada neste estudo foi
baseada no trabalho de Hancock e Tsang (1986). A solugdo final continha 0,42 mM de
TMB ¢ 1,42 mM de H,O, em tampdo acetato de sodio-acido acético glacial 0,1 M

pH = 5,5. A soluglo foi preparada, sempre, 5 minutos antes do uso.

3.3. Técnica imunoenzimatica padronizada.

Aos orificios de placas de ELISA de fundo chato, foram adicionados 170 ul da
preparagdo antigénica de 7. cruzi (extrato bruto ou fragdes), com 3 pg de proteina/ml,
diluida em tampéo Tris HC1 0,05 M, contendo 0,3 M de KCl ¢ 2 mM de EDTA, pH = 8.0.
As esferas de poliestireno permaneceram imersas nesta solugdo por 90 minutos, a
temperatura ambiente, com agitagio continua, € por 15 horas, a 4°C, em repouso. Apos
lavagem com SST-Tw e com SST, as esferas foram transferidas para uma placa de
peliestireno de fundo chato contendo em seus orificios 100 pl dos soros diluidos a 1/30 em
SST - Tw. Apés incubagfio por 5 minutos, a temperatura ambiente, com agitagio continua,
as esferas foram lavadas, como previamente descrito, e transferidas para uma placa
contendo 19 ml do conjugado (anti-IgG humana marcada com peroxidase) diluido a 1/500
com SST - Tw. Apos nova incubag3o, por 5 minutos, a temperatura ambiente, com
agitagdo continua, seguida por lavagem das esferas, as mesmas foram transferidas para uma
placa de poliestireno de fundo chato, contendo em seus orificios 150 pl do sistema
substrato (TMB/H,0,). Apds incubagdo por 5 minutos, a temperatura ambiente, com
agitagdo continua, a tampa com as esferas foi desprezada e as absorbidncias das reacdes
foram lidas a 630 nm, em uma leitora de placas de ELISA. Em cada placa de reagio, foram
incluidos varios soros padrdes positivos para Doenga de Chagas contendo § a 1000 U/ml.
Cada soro foi testado em triplicata e a média das absorbéncias obtidas foi transformada em
U/ml utilizando a curva padrio gerada pelos resultados obtidos com os soros padrdes. O

“cut-off” da técnica foi determinado utilizando-se o indice J (YOUDEN, 1950).
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3.4, Variacio intra-ensaio

Para determinar a variagdio intra-ensaio, um soro padrio positivo para Doenga
de Chagas, com 200 U/ml, foi diluido a 1/30, como ja descrito, e, entdo, dispensado em 54
orificios de uma placa de poliestireno de fundo chato. Cada orificio recebeu 100 ul do soro
padrdo diluido, utilizando uma micropipeta automatica de precisdo. Os demais passos da
reagdo foram realizados, como ja descrito. O coeficiente médio de variacdo intra-ensaio foi

determinado utilizando-se as absorbancias obtidas.

3.5. Variacio inter-ensaio

A variagio inter-ensaio foi determinada pelos resultados obtidos com 8
analises, em triplicata, de um soro padrio para Doenc¢a de Chagas, contendo 200 U/ml,
realizadas em um periodo de 60 dias. As condigdes de realizagdo da técnica, ja foram

descritas nos itens anteriores.

4. Dosagem de proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Bradford (1976),

utilizando um " kit " comercial (Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, USA).

5. Reacao de fixacio de complemento (RFC)

As RFC foram realizadas de acordo com a técnica descrita por Kolmer,
Spaulding € Robinson (1951), com algumas meodificacdes. A suspensido de hemacias de
carneiro foi padronizada de modo que uma diluigdo da mesma a 1:10 em agua destilada
fornecesse uma absorbéncia igual a 0,5 + 0,01, a 545 nm. Os soros foram previamente

inativados por 30 minutos, a 56°C, e a seguir foram feitas varias dilui¢des de cada amostra
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em solugdo salina tamponada com barbital (SSTB). Em tubos de ensaio, foram misturados
200 pl de cada uma das diluigbes dos soros e 100 ! de antigeno metilico para Chagas,
previamente titulado e dilmido em SSTB. Apos incubagio, por 20 minutos, & temperatura
ambiente, acrescentou-se aos tubos, 200 pl de soro de cobaia (fonte de complemento),
previamente titulado e diluido em SSTB. Apés incubagdo, por 60 minutos, a 37°C,
adicionou-se aos tubos 200 pul do sistema hemolitico (suspensiio de hemacias e solugio de
hemolisina previamente titulada, misturadas volume a volune). Apds incubagdo, por 30

minutos, a 37°C, com agitagdo periodica, a leitura das reagdes foi feita visualmente.

6. Reacao de imunofluorescéncia indireta (IFI)

As reagdes de IFI foram realizadas como previamente descrito por Camargo
(1966) e Camargo e Souza (1966), com algumas modificagdes. Em circulos delimitados em
laminas de microscopia contendo formas epimastigotas de 7. cruzi fixadas, foram aplicados
10 pl de varias diluigtes de cada soro em SST. Apos incubagdo, por 30 minutos, em
cimara amida, a 37°C, as 1aminas foram lavadas 3 vezes, através de imersdo, em cubas de
vidro contendo SST, durante 5 minutos por lavagem. Apos secagem das laminas, foram
aplicados, a cada diluigiio do soro, 10 pl do conjugado (anti - IgG humana marcada com
fluoresceina), previamente titulado e diluido em SST contendo 0,001 % de azul de Evans.
As laminas foram deixadas, em cimara umida, a 37°C, durante 30 minutos, €, a seguir,
lavadas, como j& descrito. Apos a montagem das l3minas com o auxilio de glicerina
tamponada e laminula, as reagdes foram lidas em microscopio de fluorescéncia

(microscopio Olympus CBA, Japdo).
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CASUISTICA

1. Pacientes com Doenga de Chagas

Foram obtidas amostras de soros de 50 pacientes, com epidemiologia positiva
para a Doenga de Chagas, de ambos os sexos, com idades variando de 22 a 81 anos, com a

seguinte distribuigio:

- 37 pacientes com sintomatologia compativel com as formas cronicas (cardiaca e/ou

digestiva) da doenga - pacientes 1 a 37.
- 13 pacientes assintomaticos ou com sintomas inespecificos - pacientes 38 a 50.

Todos os pacientes foram atendidos nos ambulatérios do Hospital de Clinicas
da UNICAMP (HC / UNICAMP).

II1.. Soros de pacientes com infec¢des heterdlogas

Foram obtidas amostras de soros de 58 pacientes com infecgbes heterélogas,
residentes em areas ndo endémicas para Doenga de Chagas. A quantidade de amostras de

soros de cada infecgdo bem como a procedéncia das mesmas, sdo descritas a seguir:

Maierial. Métodos e Casuistica 24



- Infecciio n _ - Procedéncia

B | C

Hepatite A

Hepatite B

3

3
Hepatite C 3 —
3

W th] & h

D. Inclusio

Citomegalica

Mononucleose

Toxoplasmose

Sifilis

| o & W
thf e W

|

|

Esquistossomose

(S. mansoni)

Esquistossomaose 5 5 —_ —

{S. haematobium)

Leishmaniose 8 8 — —

(L-donovani)

Leishmaniose 6 1 —_ 5

(L.tropica)

n = nimero de amostras; A = Amostras cedidas pelo Dr. Victor C.W.Tsang -
Laboratorio de Imunelogia do Centro para Controle de Doengas Infecciosas (CDC),
Atlanta, E.U.A.; B = Amostras cedidas pelo Dr. Steve Roach - Servi¢o de Virologia do
Laboratério de Patologia Clinica da Universidade de Liverpool, Inglaterra; C =
Amostras cedidas pela Dra. Marilena Gomes Paes - Niicleo de Protozoologia, Instituto
de Medicina Tropical de Manaus, Brasil.

IIL. Soros de pessoas sadias

Foram obtidas 20 amostras de soros de pessoas sadias, funcionarios e
estudantes da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Todas as pessoas apresentavam

epidemiologia negativa para a Doen¢a de Chagas.
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4. Resultados
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ELISA para a pesquisa de anticorpes IgG anti - T. cruzi

1. Determinacio das concentracdes 6timas dos reagentes
1.1. Determinacio da concentracio étima de antigeno

Estudos preliminares indicaram que a fragio II do EB-SST fornecia os
melhores resultados para a pesquisa de anticorpos anti-7.cruzi. Para a determinagio das
concentragdes Otimas das preparagdes antigénicas para a técnica de ELISA, concentragbes

variaveis do EB-SST e da fragdo II foram testadas, e os resultados obtidos sdo apresentados

nas Figuras 1 ¢ 2.

12 - ® —o

08

A 630nm {5 min.

04 —

[EB - SST] - pg/ml

Figura 1. Titulagdo do extrato bruto de T.cruzi (EB-SST) por ELISA. As esferas de poliestireno
foram revestidas com diferentes concentragdes do EB-SST. O conjugado foi diluido a 1:500 em

PBS - Tw. TMB / H,0, foi utilizado como substrato. A intensidade de conversdo do substrato foi
medida a 630 nm.
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Figura 2. Titulagiio da fragdo Il do EB-SST purificada por cromatografia de troca idnica. As
esferas de poliestireno foram revestidas com diferentes concentragdes da fragdo II. O conjugado foi
diluido a 1:500 em PBS-Tw. TMB/H,0, foi utilizado como substrato. A intensidade de conversio
do substrato foi medida a 630 nm.

Como pode ser observado nas Figuras 1 e 2, tanto com o EB-SST como com a
fragdo 11, a partir de 2 pg de proteina/ml ndo houve aumento das D.Q das reagdes. Para a
técnica de ELISA, as esferas foram revestidas com preparagdes antigénicas contendo uma

concentracdo de 3 ug de proteina/ml.

1.2, Determinaciao da concentracio étima do conjugado

Para a determinagao da concentragdo otima do conjugado (anti-IgG humana
marcada com peroxidase), diferentes concentragdes do mesmo foram testadas e os

resultados estdo representados na Figura 3.
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Figura 3. Titulagio do conjugado (anti-IgG humana marcada com peroxidase). As esferas de
poliestireno foram revestidas com EB-SST contendo 3 pg de proteina/ml. Diferentes dilui¢des do
conjugado foram testadas. TMB / H,0, foi utilizado como substrato. A intensidade de conversdio
do substrato foi medida a 630 nm.

Como pode ser observado, diluigdes do conjugado superiores a 1:500
resultaram em diminui¢do das D.O das reacSes. Para a técnica de ELISA, utilizou-se o

conjugado diluido a 1:500 em SST - Tw.

2. Atividade antigénica especifica e reatividade cruzada do EB - SST e fracées

obtidas por meio de cromatografias em colunas de Sepharose 4B - lentil-lectina e

DEAE - Sephacel

O fracionamento do EB-SST por cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose 4B - lentil-lectina resultou em duas fragdes, uma sem afinidade por lentil-

lectina (fragdo A) e outra com afinidade (fragdo B). O fracionamento do EB-SST por
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cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sephacel resultou em quatro fragdes
eluidas com concentragdes salinas crescentes (fragdes I a IV). As atividades antigé€nicas
especificas e as reatividades cruzadas do EB-SST e das fragdes obtidas por cromatografias
de afinidade e troca idnica foram avaliadas utilizando a técnica de ELISA padronizada e
um pool de soros de pacientes chagasicos (PCH), um pool de soros de pacientes com
leismaniose (PLLH) e um pool de soros de pessoas sadias (PSN). Os resultados obtidos com
o EB-SST e com as fragdes resultantes das cromatografias de afinidade e troca 10nica sdo

mostrados, respectivamente, nos Quadros I e II.

Quadro 1. Atividade antigénica especifica e reatividade cruzada do EB-SST e fracdes

obtidas por cromatografia em Sepharose 4B lentil-lectina.

MATERIAL Absorbéncia (630nm) Relacio entre Absorbancias
PCH PLH PSN PCH/PLH PCH/PSN
EB-SST 1,21 0,51 0,07 2,37 17,29
FRACAO A 1,17 0,56 0,09 2,34 13,00
FRACAOB 1,18 0,37 0,10 3,19 11,80

PCH = pool de sores de pacientes com Doenca de Chagas; PLH = pool de soros de

pacientes com leishmaniose; PSN = pool de soros de pessoas sadias.
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Quadro II. Atividade antigénica especifica e reatividade cruzada do EB-SST e

fracdes obtidas por cromatografia em DEAE-Sephacel.

Absqrb:‘incia (630nm) | Relacoentre Absorbﬁncias

-_Mgtérial : - PCH PLH. ' . PSN ' -PCH[PIH_ PCH/PSN .
EB-SST .. .1,25 0,48 0,07 2,60 17,85
Fragio I 1,18 0,39 0,33 3,03 3,58
Fracao IT 1,13 0,12 0,07 9,42 16,14
Frag¢ao I 1,39 0,39 0,24 3.56 579
Fracio IV 0,38 0,10 0,44 3,80 0,86

PCH = pool de soros de pacientes com Doenga de Chagas; PLH = pool de soros de

pacientes com leishmaniose; PSN = pool de soros de pessoas sadias.

Como pode ser observado no Quadro I, o EB-SST e a fragio sem afinidade por
lentil-lectina (fragdo A) exibiram relagbes entre absorbancias PCH/PLH, praticamente,
idénticas. A frac@o com afinidade por lentil-lectina (fragdo B} apresentou relagdo entre as
absorbancias PCH/PLH um pouco maior do que aquelas obtidas com o EB-SST e a fragio
A, resultante de uma menor reatividade cruzada com o PLH. Por outro lado, o Quadro II
mostra que a reatividade cruzada com leishmaniose diminuiu significativamente com as
fracdes II e IV, obtidas pela cromatografia de troca 16nica do .EB-SST em DEAE-
Sephacel. A fragio II, devido a maior reatividade com PCH e menor reatividade com PSN,

foi escolhida como antigeno para a técnica de ELISA.
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3. Resultados da pesquisa de anticorpos anti - T.cruzi

Os resultados da pesquisa de IgG anti-7.cruzi com a técnica de ELISA nos
soros de pacientes chagasicos, pacientes com infecgdes heterdlogas e pessoas sadias sdo
mostrados na Figura 4. O Quadro III mostra os resultados da pesquisa de anticorpos anti -
T.cruzi com as técnicas de ELISA, IFI e RFC nos pacientes com Doenga de Chagas. Os
Quadros IV e V mostram, respectivamente, os resultados da pesquisa de anticorpos anti -
T.cruzi com as técnicas de ELISA e IFI nos pacientes com infecgGes heterdlogas e nas

pessoas sadias.
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Figura 4. Resultados da pesquisa de IgG anti - 7.cruzi por ELISA em 350 pacientes com Doenga de

Chagas, 58 pacientes com infecgdes heterdlogas ¢ 20 pessoas sadias
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Quadro I Pesquisa de anticorpos anti-T.cruzi em pacientes com Doem;ai de Chagas.

T . S - Reacdes sorologicas _
'faﬁentes- . IIE_LISA-IgG ]FI-IgG - - RFC
o | (Ulmb) (Titulo de Ac) (Titulo de Ac)

1 240 80 ND

2 255 160 2

3 1000 160 4

4 640 640 64

5 1800 160 8

6 340 160 8

7 290 80 ND

8 202 166 8

9 1000 320 16

10 150 160 16
13 370 320 64
12 795 320 64

13 1000 80 8
14 400 640 32
15 460 160 16
16 1600 640 64
17 475 320 ND

18 260 40 2
19 1000 320 32
20 765 1280 128
21 310 169 ND

22 305 320 8
23 550 6490 32
24 610 320 32

Resultados




Quadro III (cont). Pesquisa de anticorpos anti - T.cruzi em pacientes com Doenca de

Chagas.
L R RN Reat;ﬁes soroléglcas o
 Pacientes [ ELISA-IgG TFEIgG RFC

o T(Um)) | (Titulo de Ac) - (Titulo de A¢)
25 625 320 16
26 350 160 64
27 550 80 32
28 320 80 ND -
29 450 160 ND
30 630 30 ND
31 315 80
32 155 40
33 127 40 NR
34 96 20 NR
35 85 20 NR
36 50 <20 NR
37 29 <20 NR
38 370 40 8
39 975 80 4
40 375 640 8
41 490 1280 32
42 685 640
43 190 40
44 250 160
45 1000 640 ND
46 500 160 ND
47 550 160 ND
48 170 40 ND
49 225 320 ND
50 1000 640 ND

Ac = anticorpo; ND = ndo determinado; NR = nio reagente
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Quadre IV. Pesquisa de anticorpos anti T.cruzi em pacientes com infeccdes

heterédlogas.
_ _ Reacibes sorologicas
Infecciio Pacientes ELISA-IgG IFE-IgG
(U/mi) (Titulo de Ac)
1 <85 <20
2 <5 <20
HEPATITE A 3 <5 <20
4 <5 <20
5 <5 <20
1 <5 <20
2 <85 <20
HEPATITE B 3 <5 <20
4 <5 <20
5 8 <20
6 20 <20
1 <5 <20
2 <5 <20
BEPATITE C 3 <3 <20
4 <5 <20
5 <85 <20
DOENCA DE 1 <5 <20
INCLUSAO 2 <5 <20
CITOMEGALICA 3 <5 <20
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Quadro 1V (cont). Pesquisa de anticorpos anti T.cruzi em pacientes com infec¢des

heterélogas.
S o ~ Reacdes sorelogicas
-~ Infeecito Pacientes ELISA-IgG - | IFl-IgG
: {(U/ml) | (Titulo de Ac)

1 <35 <20
MONONUCLEOSE 2 <5 <20
3 < S <20
I <8 <20
2 <5 <20
TOXOPLASMOSE 3 <5 <20
4 <5 <20
5 <5 <20
6 <5 <20
1 <85 <20
2 <5 <20
SIFILIS 3 <5 <20
4 <5 <20
3 <5 <20
6 <$§ <20
1 <95 <20
ESQUISTOSSOMOSE 2 <5 <20
(S. mansoni) 3 <5 <20
4 <5 <20
5 <5 <20
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Quadro IV ( cont.). Pesquisa de anticorpos anti T.cruzi em pacientes com infeccies

heterdlogas.
: : - : _ _ Reacdes sorolagicas
Infecgiio - Pacientes ELISA-IgG | IFI-igG
. : ~A(Uml) (Titulo de Ac)
1 <5 <20
ESQUISTOSSOMOSE 2 <5 <20
( S. haematobium ) 3 <5 <20
4 <5 <20
5 <5 <20
1* <5 <20
2= 5 20
3* <5 <20
LEISHMANIOSE 4* 45 40
(L.donovani) 5% 20 40
6* 16 20
T 22 40
8= 15 20
1*= 10 20
2%% <5 <20
LEISHMANIOSE R <5 <20
(L.tropica) 4= <8 <20
St <5 <20
6* <5 20

* Amgostras de soros cedidas pelo Dr. Victor Tsang (CDC, Adanta, EUA);

** Amostras de soros cedidas pela Dra. Marilena Paes (IMT, Manaus, Brasil)
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Quadro V. Pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi em pessoas sadias.

Reacdes sorolégicas | - Reagbes sorologicas

" ELISA-IgG | IFI-IgG | " ELISA-I2G TFI-IgG

{(U/ml) (Titulo de Ac) | - (U/mi) (Titulo de Ac)

1 <3 <20 11 <$§ <20
2 <3 <20 12 <5 <20
3 <5 <20 13 <5 < 26
4 <5 <20 14 <5 <20
5 <5 <20 15 <5 <20
6 <5 <20 16 <5 <20
7 <85 <20 17 <5 <20
8 <5 <20 18 <5 <20
9 <5 <20 19 <3 <20
10 <8§ <20 20 <5 <20

n = Pessoas sadias; Ac = anticorpo.

Os soros dos pacientes com Doenga de Chagas exibiram niveis de anticorpos
por ELISA variando de 29 a 1 000 U/ml. O "cut-off "da reagdo foi calculado com base no
indice J através da seguinte formula: indice J = (a/b) + (c/d) - 1; onde a = nimero de
pacientes com Doenca de Chagas apresentando sorologia positiva, b= nimero total de
pacientes com infecgfio chagasica incluidos no estudo, ¢ = nimero de pessoas ndo
infectadas com Z.cruzi apresentando sorologia negativa e d = numero total de pessoas nio
infectadas com 7 cruzi incluidas no estudo. O indice J foi calculado para valores de “cut-
off” variando de 20 a 50 U/ml, de 10 em 10 unidades. O maior indice J obtido foi 0,967,
correspondente a um valor de "cut-oft" de 40 U/ml. Utilizando este valor, a sensibilidade e

especificidade da técnica de ELISA desenvolvida foram, respectivamente, 98 e 98,72%.
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Na técnica de IFI, considerando titulos de anticorpos IgG = 40 como

significativos, a sensibilidade e a especificidade do teste foram, respectivamente, 92% e
96,15%. A RFC foi realizada somente em 37 dos 50 soros de pacientes com Doenca de

Chagas incluidos no estudo. A reagdo foi positiva em 32 (86,49 %) dos soros testados.

4, Variacfo intra e inter - ensaio

As variagBes intra e inter-ensaio da técnica ELISA foram, respectivamente,

3,65 € 6,95 %.

5. Rendimento das fragdes obtidas pela cromatografia de troca idnica do EB-SST em

DEAE-Sephacel.

A cromatografia de troca i6nica do EB-SST em DEAE-Sephacel resultou em
quatro fragdes (1, II, III e IV), sendo que a fragdo II, eluida com tampio Tris-HCI 0,02M,
pH= 8.1, contendo 0,25M de NaCl, foi utilizada para o desenvolvimento da técnica de
ELISA. No Quadro VI, € apresentado o rendimento (média de dois experimentos), em
termos de quantidade de material obtido, das quatro fragdes resultantes da cromatografia de

troca i6nica.
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Quadro V1. Rendimento das fragdes obfidas por cromatografia do EB-SST em

DEAE-Sephacel.
MATERIAL i RENDIMENTO | % EM RELACAQ AO
' - (mg) g EB-SST
EB-SST 16.25 -

FRACAO1 2.98 18.34
FRACAO I 9.65 59.38
FRACAO I 1.04 6.40
FRACAO IV 1.10 6.77

6. Atividade antigénica especifica e reatividade cruzada do EB-SST e do EB-U.

As atividades antigénicas especificas e reatividades cruzadas do EB-SST e
EB-U foram avaliadas utilizando os trés “pools™ de soros humanos, PCH, PLH e PSN. Nio
foram encontradas diferencas significativas, em termos de atividade antigénica especifica e

reatividade cruzada, entre os dois extratos brutos.
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A maioria das pessoas imunocompetentes com Doenga de Chagas €
assintomatica ou exibe sinais e sintomas ndo patognoménicos da infecgdo. Os pacientes
com Doenca de Chagas cronica podem apresentar anormalidades cardiacas e/ou digestivas
severas, mas estas manifestagdes clinicas sdo, usualmente, precedidas por muitos anos de
infecgio assintomatica. Deste modo, a suspeita clinica da infecgiio, além de precisar levar

em consideragdo aspectos epidemioldgicos, deve ser confirmada por métodos laboratoriais

(RASSI et al.,1992).

Com relagdo ao diagnostico laboratorial da fase crdnica da infec¢fo chagasica,
uma série de trabalhos tem mostrado que os métodos parasitoldgicos indiretos
(xenodiagnostico, inoculagdo de camundongos e cultura do parasita) sdc positivos em, no
maximo, 50% dos casos (CHIARI, 1992). A comprovag#o da infec¢do crdnica por meio da
pesquisa de antigenos soliveis do T.cruzi, no sangue ou na urina, tem sido objeto de
investiga¢io por muitos anos (FERREIRA, 1992). Virios estudos tém mostrado que a
pesquisa de antigenos de 7T.cruzi é positiva em, aproximadamente, 50% dos pacientes com
infec¢o cronica (ARAUJO, CHIARI & DIAS, 1981, TANOWITZ et al.,1992), gerando
davidas a respeito de sua utilidade para o diagnéstico da Doenga de Chagas (TANOWITZ
et al.,1992). Entretanto, € inquestionavel que tanto a pesquisa de antigenos de 7.cruzi no
sangue ou em outros fluidos do corpo como a pesquisa do proprio parasita podem ser
decisivas para a confirmagdo da suspeita clinica da Doenga de Chagas em pacientes com
epidemiologia e/ou manifestagdes clinicas compativeis com a infecgdio apresentando
sorologia negativa ou duvidosa, particularmente em pacientes com comprometimento do
sisterna imune ou submetidos a terapia imunosupressora (KOHL et al.,1982; LEIGUARDA
et al., 1990).

A deteccio de sequéncias de DNA de microorganismos utilizando amplificagio
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma das mais promissoras possibilidades para
o diagnostico das doengas infecciosas e parasitarias, incluindo a Doenca de Chagas. A
técnica de PCR, além de produzir resultados mais rapidos do que aqueles obtidos com as
técnicas de isolamento dos agentes infecciosos € de apresentar maior sensibilidade em

relagdo aos procedimentos empregados para a detecgdo de antigenos dos parasitas, nio ¢é
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afetada por disfunges da resposta imune do hospedeiro. Alguns estudos tém comprovado a
alta sensibilidade da técnica de PCR para o diagnéstico da Doenga de Chagas. A técnica,
por exemplo, € capaz de detectar 0.05% a 0.1% do material génico de um unico parasita
(TANOWITZ et al., 1992). Avila et al. (1993), utilizando “primers” de DNA de
cinetoplasto (DNAc) de T.cruzi mostraram que a técnica de PCR foi positiva em 99% dos
pacientes chagasicos cromicos estudados. Wincker et al. (1994), utilizando “primers” de
DNAc de T.cruzi, encontraram reag¢des de PCR positivas em 97% dos pacientes chagasicos
cronicos com sorologia positiva para Doenga de Chagas incluidos em seu estudo. Em 4 dos
6 pacientes com sorologia duvidosa, o diagnostico da infecgio chagasica foi confirmado

por PCR.

Deve ser lembrado que a parasitemia intermitente observada em pacientes
chagasicos cronicos pode gerar resultados de PCR falso-negativos. Por outro lado,
teoricamente, resultados falso-positivos podem n#o ser raros, devido a grande similaridade
génica observada entre o 7.cruzi e espécies relacionadas. Resultados falso-positivos devido
a contaminagio das amostras sendo testadas com produtos de amplificagio génica gerados
em ensaios prévios, podem, também, ser encontrados. Em suma, a decisio com respeito a
utilidade da técnica de PCR para o diagnostico da Doenga de Chagas depende, ainda, de
muitos estudos, principalmente de avaliagdes decorrentes de estudos epidemioldgicos e de

ensai0s realizados com rotinas bem definidas como as de bancos de sangue.

Até o presente momento, os métodos laboratoriais baseados na pesquisa de
anticorpos especificos tém sido os mais utiiizados para a identificagdo ou confirmagio da
infecgdo cronica por I.cruzi. De um modo geral, na maioria das pessoas imunocompetentes
infectadas com o parasita e nfo tratadas, ¢ possivel detectar anticorpos especificos das
classes IgM e IgG apos as primeiras manifestagdes clinicas da fase aguda da infecgfio. No
curso da infecgdo cromica, os anticorpos especificos da classe IgG s@o regularmente
encontrados no sangue em nivels variaveis que ndo apresentam relagdo com a gravidade da

doenga {(CAMARGO, 1992).
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A constituicio molecular do 7.cruzi ¢ muito complexa. A eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida de extratos brutos do parasita revela centenas de
componentes (DRAGON et al., 1985). Virios estudos tém mostrado que antigenos de
T.cruzi podem ser reconhecidos por anticorpos presentes em outras doengas infecciosas e
parasitanas, incluindo leishmaniose (AFCHAIN et al., 1979; ARAUJO, 1992;
CAMARGO, 1992; FEREIRA, 1992; STOLF, 1992); infecgdes causadas por outras
espécies de Trypanosoma (SEAH & MARSDEN, 1970; AFCHAIN et al., 1979;
CAMARGO,1992; SALDANA & SOUZA, 1996), esquistossomose mansdnica
(ALMEIDA et al., 1990; ARAUJO, 1992), malaria (ALMEIDA et al., 1990), toxoplasmose
(HOSHINO-SHIMIZU, CAMARGO & UMEZAWA, 1975), sifilis (ALMEIDA et al,
1990) e hepatite B (KRIEGER et al., 1992). Sem duvida, um dos maiores desafios com
relagio a sorologia para a Doenca de Chagas € a expressdo no T.cruzi de componentes
antigénicos reconhecidos por anticorpos induzidos contra outros agentes infecciosos.
Particularmente importante ¢ a reatividade cruzada observada entre Doenga de Chagas e
leishmaniose, visto que em grandes areas geograficas as duas parasitoses se sobrepdem
(STOLF, 1992). Estudos comparativos realizados com extratos soltveis de parasitas dos
géneros Trypanosoma e Leishmania, empregando soros de coelhos hiperimunes e as
técnicas de imunodifusio dupla em gel e imunoeletroforese, mostraram que,
aproximadamente, 30% dos antigenos de 7.cruzi sdo encontrados tanto em L.donovani

como em L.mexicana (AFCHAIN et al., 1979).

O desenvolvimento de tecnologia para a pesquisa de antigenos e anticorpos
especificos, além de contribuir para o conhecimento da interagio parasita-hospedeiro, é
essencial para o imunodiagndstico das doengas e, consequentemente, para o estudo

epidemiologico das mesmas.

A técnica ELISA vem sendo cada vez mais utilizada para o imunodiagnéstico
da Doenga de Chagas. Como ocorre com qualquer técnica imunologica, a sensibilidade ¢ a
especificidade da técnica ELISA dependem, em grande parte, da preparagdo antigénica
utilizada. A utilizagdo de extratos brutos de T.cruzi em técnicas imunoenziméticas de alta

sensibilidade pode gerar resultados falso-positivos decorrentes da reatividade cruzada com
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antigenos de outros parasitas (ARAUJO, 1992). Deste modo, o fracionamento de extratos
brutos do parasita, na tentativa de se encontrar fragdes com alta atividade antigénica
especifica e baixa reatividade cruzada, ¢ um passo importante para o desenvolvimento de

técnicas imunoenzimaticas com alta sensibilidade e especificidade.

A lentil-lectina é uma hemaglutinina, com péso molecular de 49 000 daltons
(Da), isolada da lentilha (Lens culinaris), com afinidade para os residuos terminais de
carbohidratos o - D-manosil € o - D-glucosil (HOWARD et al., 1971; CLARKE &
HOGGART, 1982). Glicoproteinas de parasitas com potencial para o imunodiagnostico das
infecgdes tém sido purificadas de parasitas por meio de cromatografias de afinidade com
Sepharose 4B - lentil-lectina (SNARY & HUDSON, 1979; SCHECHTER et al.,, 1983;
TSANG, BRAND & BOYER, 1989). Snary e Hudson, em 1979, utilizando cromatografia
de afinidade com Sepharose 4B-lentil-lectina, purificaram de formas epimastigotas de
T.cruzi solubilizadas com detergente uma proteina com peso molecular de 90 000 daltons
(GP90). Schechter et al. (1983, 1985), utilizando GP 90 como antigeno, desenvolveram
uma técnica imunoenzimatica que apresentou em dois estudos subsequentes sensibilidade
superior a 96% ¢ especificidade proxima a 100%. Entretanto, a técnica nao teve bom
desempenho quando avaliada em um estudo comparativo com outras técnicas utilizadas
para a pesquisa de anticorpos anti-7.cruzi, apresentando sensibilidade de 21% e
especificidade de 62% (MONCAYO & LUQUETTI, 1990; CAMARGO, 1992). A baixa
especificidade encontrada no estudo comparativo foi, em grande parte, devida a reatividade

cruzada com soros de pacientes com leishmaniose.

No nosso trabatho, formas epimastigotas de 7.cruzi foram desintegradas por
sonicagio e os antigenos foram extraidos com solugdo salina tamponada com fosfatos por
meio de agitagdo lenta e continua durante 15 horas. Com o intuito de se encontrar fragdes
com alta atividade antigénica especifica e baixa reatividade cruzada, fracionamos o extrato
bruto de 7.cruzi por meio de cromatografias de afinidade em colunas de Sepharose 4B -
lentil-lectina e de troca 16nica em colunas de DEAE - Sephacel. As fragbes foram testadas
por ELISA, utilizando trés “pools™ de soros: PCH (pacientes chagasicos), PLH (pacientes

com leihmaniose) e PSN (pessoas sadias). O PLH foi utilizado devido a grande reatividade
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cruzada observada entre o T.cruzi e as varias espécies de Leishmania. Resultados similares,
em termos de atividade antigénica especifica e reatividade cruzada, foram encontrados
quando o EB-SST e a fragdo sem afinidade por lentil-lectina (fragdo A) foram testados por
ELISA com PCH e PLH. Em relagdo ao EB-SST, a fragdo com afinidade por lentil-lectina
(fragdo B) apresentou, praticamente, a mesma atividade antigénica especifica com PCH e
uma reatividade cruzada um pouco menor com PLH. O alto grau de reatividade cruzada
observado quando a fragdo B foi testada com PLH confirma, em parte, os resultados de
outros estudos que mostram a baixa especificidade de técnicas imunoenzimdticas que
utilizam como antigeno proteinas de 7.cruzi com afinidade por lentil-lectina (MONCAYO

& LUQUETTI, 1990).

O fracionamento do EB-SST por cromatografia de troca iénica em DEAE-
Sephacel, resultou em fragdes que apresentaram reatividades cruzadas com PLH menores
do que aquela obtida com o EB-SST, particularmente as fragdes IT e IV. A fragiio 11,
escolhida como antigeno para a reagdo de ELISA  apresentou uma relagio entre as
absorbancias obtidas com PCH e PLH 3,6 vezes maior do que aquela obtida com o

EB-SST.

No presente trabalho, desenvolvemos uma técnica imunoenzimatica para a
pesquisa de anticorpos I1gG anti - T.cruzi, utilizando a fragéo I obtida pelo fracionamento
do EB-SST por cromatografia de troca idnica em colunas de DEAE-Sephacel.
Considerando como “cut-off” da reagdo 40 U/ml, como determinado pelo indice J, a
sensibilidade e a especificidade da técnica foram, respectivamente, 98% e 99%. Em termos
comparativos, a sensibilidade e a especificidade obtidas com a pesquisa de anticorpos
especificos da classe IgG por IFI, considerando como significativos titulos de anticorpos
> 40, foram, respectivamente, 92% e 96%. Considerando as amostras de soros nas quais a

RFC foi realizada, a sensibilidade da reacéo foi de, aproximadamente, 86%.

Dos 50 pacientes com infecgdo chagasica crénica incluidos em nosso estudo, 49
apresentaram reag¢des de ELISA reagentes, com niveis de anticorpos variando de 50 a 1 000

U/ml. Em trés casos, as reagdes de ELISA detectaram niveis significativos de anticorpos,
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enquanto que as reagdes de IFI ¢ ¢ RFC foram ndo reagentes (pacientes 34, 35 e 36). Os
trés pacientes apresentavam epidemiologia positiva para a Doenga de Chagas. Com relagio
as manifestacGes clinicas, o paciente 34 apresentava cardiomegalia e extra-sistoles
ventriculares e os pacientes 35 e 36 cardiomegalia. Os trés pacientes tinham reagdes de IFI
positivas para Doenga de Chagas, com titulos variando de 40 a 80, em sorologias realizadas
pelo Laboratorio de Patologia Clinica do HC/UNICAMP (LPC/HC), em época anterior o
nosso estudo. No presente trabalho, as reagdes de IFI destes pacientes foram repetidas trés

vezes, sempre com 0s mesmos resultados.

Niveis de reatividade de anticorpos proximos ao valor do “cut-off” das reacies,
ocasionando, com o decorrer do tempo, ora resultados positivos ora negativos é um
problema inerente ao diagndstico sorolégico das infecgdes, incluindo a infecc@io chagasica
(STOLF, 1992). Desde 1986, a reagdo de IFI vém sendo realizada no LPC/HC sem
nenhuma modificagio técnica substancial, empregando parasitas e conjugados do mesmo
fornecedor. Deste modo, ndo ests excluida a possibilidade das variagdes observadas nos
niveis de anticorpos detectados por IFI nos pacientes 34, 35 € 36 serem devidas a fatores
relacionados com a resposta imune do hospedeiro. Em tais circunstincias, a utilizacio de
técnicas imunologicas com maior sensibilidade, como a técnica de ELISA, pode ser
fundamental para a identificagio e/ou confirmagio laboratorial da suspeita clinica de
infecgdo chagasica. Somente um dos pacientes do grupo de Doenga de Chagas, com
diagnostico clinico de megaesdfago chagasico, exibiu niveis de anticorpos anti - 7.cruzi
abaixo do valor do “cut-off” da técnica de ELISA (paciente 37 com ELISA=29 U/ml).
Neste paciente, niveis significativos de anticorpos especificos nio foram, também,
detectados por IFI e RFC. E importante ressaltar que os resultados obtidos com a pesquisa
de anticorpos anti - T.cruzi nos pacientes 34, 35, 36 ¢ 37 com a nossa técnica de ELISA
foram confirmados por uma técnica imunoenzimatica qualitativa comercial - ABBOTT

CHAGAS ANTICORPOS EIA (Abbott Laboratorios do Brasil Ltda, Sio Paulo, Brasil).

Com relagdo aos pacientes com infecgSes heterdlogas, nossos resultados
comprovam a grande reatividade cruzada observada na sorologia para Doenca de Chagas

com soros de pacientes com leishmaniose, particularmente com a reagio de IFI. Dos 8
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soros de pacientes com infecgio por L.donovani testados, 5 apresentaram reagtes de
ELISA e IFI negativas para a Doenga de Chagas, 2 apresentaram reagSes de ELISA
negativas com reagdes de IFI positivas e 1 apresentou as duas reagdes positivas. Todos os 6
soros de pacientes com infecgdes causadas por L.tropica testados apresentaram niveis ngo
significativos de anticorpos detectados por ELISA e IFI. E importante, ainda, salientar que
5 pacientes com lethmaniose, 3 infectados com L.donovani e 2 com L.tropica,
apresentaram reagdes de IFI negativas (IFI = 20), mas com titulos muito proximos ao valor

do “cut-off” da técnica.

O custo de uma reagdo soroldgica é um dos fatores que deve ser levado em
consideracdo quando se planeja inciuir a mesma numa rotina laboratorial. O custo da
reagdo de ELISA para Doenca de Chagas desenvolvida no presente trabalho ¢ de,
aproximadamente, R$ 5,50 (US$ 5.50) para soros testados em triplicata.

A obten¢dio de quantidades significativas de material antigénico é um fator
importante que deve ser levado em consideragdo nos processos de obtengdo de preparages
antigénicas. Estudos prévios tém mostrado que apds a extragdo de antigenos de parasitas
com solugdo salina, a fragdo residual do parasita, que €, normalmente, desprezada, pode
apresentar quantidades significativas de material antigénico ativo (TSANG, TAO &
MADDISON, 1981; TSANG et al,1982; ROSSI et al, 1993). Os nossos resultados,
obtidos com a comparagdo do EB-SST e EB-U, mostram que a fragdo residual da extragfio
salina solubilizada com ureéia contém uma quantidade significativa de material antigénico
ativo. Levando em consideragéo o elevado preco de alguns reagentes utilizados na cultura
do T.cruzi e o longo periodo de tempo necessdrio para a obtencdo de quantidades
adequadas de parasitas, a possibilidade de aproveitamento da fragdo residual da extragio de
antigenos com SST podera resultar num maior rendimento da preparagio antigénica, com a

consequente diminui¢do do custo final da reagéo.

O desenvolvimento de técnicas de clonagem de DNA e de expressdo génica em
bactérias tem permitido a identificagdo, a caracterizagio € a produgio em larga escala de

proteinas de parasitas. Na ultima década, muitos genes codificando proteinas de 7.cruzi
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reconhecidas por soros de pacientes chagasicos ou de animais infectados com o parasita
tém sido clonados e totalmente ou parcialmente sequenciados (IBANEZ et al.,1988;
LAFAILLE et al.,1989; LEVIN et al.,1989; COTRIM et al., 1990; FRASCH & REYES,
1990; ZINGALES et al.,1990; FRASCH et al,,1991; FRANCO DA SILVEIRA, 1992;
COTRIM et al,1995). Uma série de estudos tem mostrado que varios antigenos
recombinantes de 7.cruzi apresentam grande potencial para o imunodiagnéstico da infecgdo
chagésica cronica. Entre os antigenos recombinantes de maior potencial, destacam-se: a)
CRA (“cytoplasmic repetitive antigen”), uma proteina de 225 kDa, expressa em
quantidades muito maiores nas formas epimastigotas do que nas tripomastigotas, localizada
no corpo do parasita na regiio de intersec¢io com o flagelo (IBANEZ et al., 1988;
LAFAILLE et al,, 1989); b) FRA (“flagellar repetitive antigen™), uma proteina de,
aproximadamente, 300 kDa expressa nas formas epimastigotas e tripomastigotas, localizada
na regido do flagelo em contato com o corpo do parasita (IBANEZ et al., 1988;
LAFAILLE et al, 1989); c¢) B13, uma proteina de, aproximadamente, 85 kDa expressa
preferencialmente nas formas tripomastigotas do parasita (IBANEZ et al, 1988;
ZINGALES et al., 1990}, d) H49, uma proteina de, aproximadamente, 300 kDa expressa
nas formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas ao longo da regido de contato entre
o flagelo € o corpo do parasita (COTRIM et al., 1990; COTRIM et al., 1995); ) JL7, uma
proteina com péso molecular superior a 170 kDa, expressa nas formas epimastigotas ¢

tripomastigotas (IBANEZ et al., 1988, LEVIN et al., 1989).

A grande diversidade de técnicas e de preparagdes antigénicas, os diferentes
critérios empregados tanto na escolha do valor do “cut-off” dos testes bem como para a
selecdo dos soros utilizados para avaliar a eficacia das reagdes estdo entre os fatores que
tém dificultado a interpretagio dos resultados sorologicos para a Doenga de Chagas obtidos
por diferentes laboratérios. Em vista disto, € de suma importincia a realizagdo de estudos
multicéntricos para avaliar a eficacia das reagdes sorologicas e/ou das preparacdes
antigénicas utilizadas para o diagnostico sorologico da Doenga de Chagas. Neste sentido,
um dos estudos mais completos, financiado pela Organizagio Mundial da Saide,

envolvendo nove laboratorios de quatro paises (Argentina, Brasil, Colombia e Estados
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Unidos da América), teve como objetivo avaliar o potencial diagnostico para a Doenga de
Chagas de trés fragGes antigénicas purificadas (GP-57/51, GP 90 e neuraminidase) e
dezoito proteinas sintéticas recombinantes, utilizando uma bateria de 50 soros codificados,
incluindo soros de pacientes chagasicos, de pessoas sadias ¢ de pacientes com infecgles
heterologas (MONCAYO & LUQUETTI, 1990). Com relagdo as fragdes purificadas, os
melhores resultados foram obtidos com reagdes empregando o antigeno GP 57/51, com
sensibilidade e especificidade de 79% e 100%, respectivamente. Reagbes empregando
neuraminidase e GP 90 como antigenos apresentaram sensibilidades inferiores a 30% e
especificidades de 95% e 62%, respectivamente. O desempenho das proteinas
recombinantes, particularmente a dos antigenos CRA, B13 e H49, foi superior aquele
obtido com antigenos purificados. De acordo com os resultados apresentados, a
sensibilidade e a especificidade obtidas com o antigeno CRA foram de 100%. Os antigenos
B13 e H49 apresentaram sensibilidade de 97% e especificidade de 100% e 95%,
respectivamente. Embora o antigeno CRA tenha sido considerado o melhor reagente,
cumpre ressaltar que, na avaliacio das reacOes com esta proteina recombinante, quatro

resultados duvidosos foram considerados positivos.

Outros estudos tém, também, mostrado que soros de pacientes chagasicos
cronicos podem apresentar niveis ndo detectaveis de anticorpos especificos para varios
antigenos recombinantes, incluindo o CRA, o FRA, o B13 e o H49 (ALMEIDA et al.,
1990; KRIEGER et al., 1992; PARANHOS - BACALLA et al., 1994). Alguns autores tém
obtido bons resultados com a mistura de antigenos recombinantes. Almeida et al. (1990) ¢
Krieger et al. (1992), por exemplo, testando soros de pacientes chagasicos crénicos,
encontraram reagdes sorologicas com 100% de sensibilidade quando uma mistura de CRA
e FRA foi utilizada como antigeno, enquanto que resultados falso-negativos foram

encontrados quando as reagGes foram realizadas com o CRA ou com o FRA.

O sistema F. A.S.T. - ELISA, designado inicialmente para a identificacao de
anticorpos monoclonais (SCHEINBERG et al., 1983), tem sido adaptado para a detecgio
de anticorpos especificos em varias doengas de interesse médico, humano e veterinario

(IANCONESCU, 1985, HANCOCK & TSANG, 1986; CAMPBELL et al., 1987,
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HYLLYER & GALANES, 1991; ASHFORD et al., 1993). No presente trabalho, o referido
sistema foi utilizado para o desenvolvimento de uma técnica de ELISA rapida e
quantitativa para o imunodiagnéstico da Doenga de Chagas, empregando uma fragio
antigénica do 7" cruzi purificada por cromatografia de troca idnica. O bom desempenho, em
termos de sensibilidade e especificidade, mais a simplicidade e rapidez, evidenciam que a
técnica de ELISA, por nos desenvolvida, pode ser de grande utilidade para o
imunodiagnostico da Doenca de Chagas. Levando em consideragio as suas caracteristicas,
a técnica poderia ser utilizada tanto em laboratorios de pesquisa como de rotina. O sistema
F.A.S.T. - ELISA poderia, também, ser potencialmente util para a detecgdo de anticorpos

contra outros antigenos relevantes de 7. cruzi.
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O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma técnica

imunoenzimatica (ELISA) quantitativa rapida para o imunodiagnostico da Doenga de Chagas.
Os resultados do nosso trabalho permitem as seguintes conclusdes:

1. O fracionamento do extrato bruto de 7ryparosoma cruzi, por meio de cromatografia de troca
idnica em DEAE-Sephacel, permitiu a purificagio de uma fragio do parasita apresentando alta
atividade antigénica especifica com soros de pacientes com Doenga de Chagas e baixa

reatividade cruzada com soros de pacientes com leishmaniose.

2. Um sistema comercial para reagdes de ELISA - “Falcon assay screening test” (F.AS.T, -
ELISA) e a fragdio do 7. cruzi purificada por cromatografia de troca idnica, foram utilizados
para o desenvolvimento de uma técnica de ELISA rapida ¢ quantitativa para a pesquisa de
anticorpos IgG anti-7. cruzi, apresentando 98% de sensibilidade e 99% de especificidade para

o imunodiagndstico da Doenga de Chagas.

3. O bom desempenho, em termos de sensibilidade e especificidade, mais a simplicidade e
rapidez, evidenciam que a técnica de ELISA, por nds desenvolvida, pode ser de grande

utilidade para o imunodiagnostico da Doenga de Chagas.
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7. Summary
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Chagas’ disease, an infection caused by the parasite Trypanosoma cruzi, is
generally asymptomatic or is associated with mild, non-specific clinical manifestations in
immunocompetent subjects. Severe cardiac and/or digestive system abnormalities may
develop in chronically infected patients, but these clinical manifestations are usually
preceded by many years of asymptomatic infection. For this reason, the clinical diagnosis
should always be considered in an epidemiological context and confirmed by laboratory

data.

The diagnosis of chronic Chagas’ disease is generally based on detecting
specific antibodies, since the detection of circulating parasites is often difficult in view of

the low levels of parasitemia.

The purpose of this study was to develop a rapid and quantitative enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for the immunodiagnosis of Chagas’ disease.
Considering that the performance of an immunological technique is highly dependent on
the antigen used, a 7.cruzi crude extract was fractionated by affinity chromatography
(Sepharose 4B-lentil lectin) and ionic exchange chromatography (DEAE-Sephacel) in an
attempt to identify fractions with both a high specific antigenic activity and a low cross-
reactivity. One fraction of the parasite extract obtained by chromatography on DEAE-
Sephacel was selected for further study based on its reactivity with sera from patients with

Chagas’ disease and leishmaniasis.

The ELISA procedure was standardized using the Falcon assay screening test
(FAST—ELISA®). The F.A.S.T. system has appropriate plates for all reaction steps,
including a plate with a plastic lid to which are fixed 96 polystyrene beads that fit into the
corresponding wells in the plate. For the assay, the lid containing the beads coated with T.
cruzi antigen was sequentially transferred, after appropriate washings, to plates containing
the serum samples to be tested, the conjugate (anti-human IgG labelled with peroxidase),
and the substrate system (tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide). In the serum,
conjugate and substrate incubation steps (5 minutes each at room temperature), the plates

were placed on an orbital shaker and were continuously agitated. The absorbance of the
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reactions was measured at 630 nm in the plate containing the substrate. Positive serum
standards containing known concentrations of antibody to 7. cruzi, expressed in activity
units per ml (U/ml), were included in all assays. Each serum sample was tested in triplicate

and the mean absorbance was transformed into U/m! using the standard curve.

In a comparative study, the ELISA technique and an indirect
immunofluorescence test (IIF) were used to search for 7, cruzi-specific 1gG antibodies in
50 patients with chronic Chagas’ disease, 58 patients with heterologous infections and 20
healthy controls. The ELISA technique exhibited 98% sensitivity and 99% specificity,

whereas the sensitivity and specificity of the IIF test were 92% and 96%, respectively.

The excellent performance with regard to sensitivity and specificity, simplicity,
and short assay time make the F.A.ST.-ELISA 2 potentially useful technique for the

immunodiagnosis of Chagas’ disease.
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