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Diversos fatéres fazem com que o aper-
feigopamento dos processos de laboratdrio
para o diagndstico da moléstia de Chagas
tenha desempenhado, e ainda continue a
desempenhar, papel fundamental na evo-
Iucdo dos conhecimentos sébre essa doenca.
De um lado, suas manifesta¢des sfo muito
diversas na forma aguda e na cronica; do
outro, em cada uma dessas fases a sinto-
matologia pode ser muito varidvel. Além
disso, deve ser considerada a longa duracdo
dessa infeccdo que pode persistir no verte-
brade por muitos anos, sob uma forma
geralmente denominada latente, na qual, &
medida que o tempo passa ou que se aper-
feicoam os métodos de investigacfo clinica,
vio sendo evidenciados sintomas que até
entfo ngo haviam sido reconhecidos.

Do mesmo modo que as manifestacGes da
moléstia de Chagas diferem fundamental-
mente na forma aguda e na forma crénica,
também os métodos de diagndstico de
laboratério sgo diversos para um e outro
caso.

As formas agudas ou iniciais caracterizam-
se pela presenca do Trypanosoma cruzi no
sangue periférico, em concentracio tal que
permite sua demonstragdo por processos
diretos de exame. Por outro lado, na fase
cronica o T. cruzi s6 pode ser demonstrado
no sangue periférico esporidicamente, ou ai
existe em concentracio tal que, em grande
ntimero de casos, nio pode ser detectado
pelos métodos de laboratério habitualmente
em uso. Decorre entio que o diagndstico,
em geral, sdmente poderd ser estabelecido
por meio de reacdes soroldgicas que demons-
trem anticorpos decorrentes da infec¢do por
&sse parasita.

A demonstracdo do T. cruzz na sangue
periférico durante a fase aguda da moléstia

* Manuscrito recibido em abril de 1961.

de Chagas poderi ser feita por exame a
fresco ou em preparados corados pelos deri-
vados do método de Romanovski.

O exame a fresco, de extrema simplicidade,
devers ser repetido no mesmo dia ou em dias
seguidos, 0 que vird compensar, 40 menos emn
parte, sua pequens sensibilidade. Poderi
ser feito tanto em sangue colhido direta-
mente sdbre a ldmina quanto em sangue
citratado, ou mesmo em sangue coagulado,
utilizando-se nesse caso o material obtido por
raspagem do codgulo ou o sedimento deixado
pela centrifugacdo do séro. O maior in-
conveniente désse exame estd em que o
mesmo precisa ser realizado com material
fresco e, portanto, colhido na hora. Uma
vez que se evite, porém, a dessecacdo—o
que poder] ser feito mediante o recurso, por
exemplo, de untar com vaselina os bordos
da lAmina e laminula apds colocar o sangue
entre as mesmas—os tripanosomas poderdo
ser observados com seu movimento ser-
peante tipico por mais de 48 horas, em
temperatura ambiente. Por outro lado, em
sangue citratado conservado em tubo de
ensaio, permanecerdo vidvelis por muitos
dias, desde que se mantenham condicdes de
assepsia.

Um exame mais cuidadoso poderd ser
feito em material corado pelos métodos
derivados de Romanovski. Em determinados
casos, mesmo quando h4 tripanosomas no
sangue periférico, torna-se impossivel verifi-
car a sua prescenca em esfregacos, por ser
pequena a quantidade de sangue assim
examinada e porque os parasitas podem-se
desintegrar ao fazer-se o preparado. Apesar
de ser dificil identificar o parasita na géta
espéssa, esta oferece maiores oportunidades
de encontri-lo.

A pesquisa do T'. eruzi no sangue periférico
sdmente serd positiva nas primeiras semanas
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ou nos primeiros meses da infecgdio. Embora
se encontrem na literatura referéncias a
surtos de reagudizaciio na moléstia de Cha-
gas com parasitas reveldveis por exame
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demonstrado no homem.

Os preparados corados sgo também indi-
cados para a diferenciacio entre T. cruzi e
T. rangeli. Fmbora mesmo pelo exame a
fresco seja possivel suspeitar que se trata
de um ou outro désses dois parasitas, so-
mente em preparacdes coradas se poderd
fazer com seguranca essa distingdo, que se
impde nas 4reas onde hd superposicio dos
dois parasitas. Convém assinalar que as
referéncias ao encontro de 7. rangeli no
Chile, Argentina e Brasil estdo baseadas em
documentacdo que ndo permite a certeza do
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ficacdo precisa dos tripanosomas morfoldgi-
camente semelhantes ao T. cruzi que tém
sido cncontrados em numerosos reserva-
térios silvestres, nas 4dreas endémicas da
moléstia de Chagas ou fora das mesmas.
Além da demonstracdo direta da forma
em tripanosoma no sangue periférico, alguns
casos agudos tém sido diagnosticados pelo
encontro de formas em leishmania désse
parasita em material obtido por puncdo ou
}'\1ﬁnQ‘l‘] (l).
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150 pua demos demons-
trar o parasita na medula déssea de pacicntes
com infeccdo cronica, confirmando as ob-
servacdes de Jannini e Dias (4) e Silva (5),
ou mesmo em casos agudos nos quais havia
abundéincia dec tripanosomas no sangue
periférico.

Na identificaciio das formas tissulares do
T. cruzi, dever-sc-do levar em conta néo
sdmente os parasitas do género Leishmania,
em particular a L. donovani, como também
outros hqr‘mﬁ

ue com o mesmo

Se as-
semelham nessa locahzagao, conforme foi

analisado por Pesséa ¢ Pedreira de I'reitas

2\
W)

DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

Em alguns casos agudos, o T. cruzi so-
mente poderd ser demonstrado por meio de
processos indiretos, os quais sergo analisados
quando se tratar do diagnédstico das formas
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reacdes soroldgicas, principalmente de preci-
pitacdo e de aglutinacio.

Muniz e Freitas (7), aplicando a formas
culturais do T'. cruzi o método que descreveu
Filler para a extracdo de polissacdridas do
Streptococcus haemolyticus, obtiveram, prati-
camente 100 % de resultados positivos, em
casos agudos. Decorridos, contudo, alguns
meses do infcio da moléstia, os anéis de
precipitacio vdo-se fazendo menos nitidos,
alé as leituras se tornarem negativas. Na
fase crdnica, essa reacdo é positiva em ape-

nas cérea de 20 por cento dos casos (8)
Muniz e Freitas (9) ohtiveram
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¢Bes de altos titulos de suspenstes de formas
culturais vivas de T. cruzi, em casos agudos
e dglulllld;gu(‘b U(" Llluloﬁ‘ lllulb() I1ldi5 bai
e de menor iniensidade, em casos crdnicos.
Hausehka e col. (10) chamaram atencdo
para a variacdo dos resultados conforme a
cépa de tripanosomas usada. Aplicando essa
reagdo nn diagndstico de casos crdnicos,
verificamos ser particularmente dificil a
leitura dos resultados (11). Nussenzweig e
Faria (12), confirmando essa dificuldade,
obtiveram resultados muito mais nitidos
com aglutinacdes feitas em presenca de

sdro de Coomhs. A necessidade de manter as

culturas vivas em hoas condicdes de cresci-
mento limita muito o emprégo dessa prova,
na fase d.guua, por outro 1 lauu 580
muito precirios os resultados obtidos com
culturas mortas.

Decorrida a fase aguda, a infeccdo pelo
T. cruzi no vertebrado, particularmente no
homem, caracteriza-se pela persisténcia do
parasita no organismo, nfo sdémente sob a
forma de leishmania nos tecidos, como
também pelo aparecimento do tripanosoma
no sangue periférico. Contudo, em ambos os
casos, 8sse parasita estdi em quantidade e
tem distribuicdo que, em geral, tornam extre-
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encontrado no sangue periférico por meio de
processos indiretos, entre os quais se destaca
o xenodiagnéstico, a inocula¢fo em animais
de laboratério e a cultura “in vitro”. Em
um caso publicado, Jorg (13) péde, em duas
ocasides, com 3 anos de intervalo, demons-
trar o T. cruz? no sangue de uma paciente.

Para a aplicagdo do xenodiagnéstico, o
trabalho de Dias (14) sugere escolher a
espéeie de triatomineo que seja o principal
vetor na regido. Mantém-se a colbnia de
triatominecs no laboratério alimentada ex-
clusivamente com aves, para afastar qual-
quer possibilidade de infeccsio pelo 7. eruzi,
e escolhem-se para a prova, preferentemente,
ninfas de quinto estddio que ainda nfo se
tenham alimentado apds a quarta muda,
por sugarem essas maior quantidade de
sangue e estarem em condicio Stima de
sobreviver até o exame.

Uma vez que, aplicando essa prova a casos
eronicos da moléstia de Chagas, pudemos
observar que 20,6 % dos triatomineos empre-
gados se infectaram (11), preconizamos usar
no minimo cinco exemplares em cada prova.
E de se notar que a porcentagem de triato-
mineos que se contaminam durante um
xenodiagndstico poderd ser extremamente
baixa, como indicam os dados que obtivemos
a0 fazer a prova usando simultdneamente
grande ntimero de exemplares (15). Porisso,
em casos individuais, procurar-se-4 aumen-
tar o nimero de ninfas aplicadas. Melhores
resultados poderdo ser obtidos com a reali-
mentagdo dos insetos no mesmo paciente
conforme demonstrou Pifano (16).

Embora j4 tenhamos obtido resultado
positivo dessa prova até com 15 dias, o
tempo 4timo para o exame dos triatomineos
estd entre 45 e 60 dias (15), feito com o
sacrificio do inseto e a retirada da parte
terminal do seu tubo digestivo. O exame
serd feito a fresco, entre ldmina e laminula,
recorrendo-se 4 coloracio sempre que houver
necessidade de diferenciacgo com o 7. ran-
gelz.

Praticando xenodiagndsticos com 5 nin-
fas de 7. enfestans por paciente, obtivemos
resultados positivos em cérea de 20% dos
casos cronicos de moléstia de Chagas. Pifano
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(16) obteve 48,9% de xenodiagndsticos
positivos nos seus pacientes. Esses resulta-
dos devem ser atribuiveis, em grande parte,
4 circunstdncia de que alguns dos casos
observados por ésse autor, por se encontra-
rem em zona endémica, eram de infec¢do
recente. Com efeito, segundo as observacdes
publicadas por Amato Neto (17), a porcenta-
gem de positividade decresce na razdo
direta do tempo decorrido desde a fase
aguda. Mais recentemente, Pifano (18)
apresentou resultados segundo os quais a
porcentagem de positividade decresceu na
razdo direta do tempo que os pacientes
estiveram afastados das zonas endémicas.

O xenodiagndstico serd também de valia
para revelar o 7. cruzi nas formas agudas
em que tenham falhado os processos diretos
para sua pesquisa; nesses casos iniciais, a
infecgdo nos triatomineos poders ser demons-
trada ao fim de poucos dias, conforme fizeram
Romaiia e Briones (19).

A aplicagdo do xenodiagndstico em casos
agudos ou sub-agudos serd de muita impor-
tAncia para a avaliacgdio do resultado de dro-
gas que, pelo seu efeito tripanocida, fazem
cair ripidamente a parasitemia, levando
4 suposicio falsa de cura parasitolégica.

Em algumas circunstdncias haverd con-
veniéneia de se aplicar o xenodiagnéstico
“in vitro”. Utilizando a técnica descrita por
Nussenzweig a Sonntag (20), comparamos
os resultados dessa prova com o do xeno-
diagnéstico aplicado nos mesmos pacientes
na ocasido da colheita do sangue. Embora
os triatomineos tenham sugado maior quan-
tidade de sangue na prova “in vivo”, nido
foi significante, ao nivel 5%, a diferenca de
positividade da prova por um ou outro
método (21).

Ainda nio foi possivel determinar as con-
di¢gbes em que o xenodiagnostico poderi
ser aplicado com maiores possibilidades de
éxito. A demonstracio da presenga ocasional
da proteina C reativa durante a fase cronica
da infeecdo pelo 7. cruzz (22) sugere que se
investigue o comportamento da prova nessas
ocasides. Por outro lado, a exacerbac¢io da
infecciio em animais submetidos a injegdes
de cortisona também leva a supor que seja
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maior a positividade da prova nessa con-
dicdo.

A inoculagdo do T. cruzi em animais de
laboratério ndo constitui processo de eleigio
para o diagndéstico das formas crénicas da
moléstia de Chagas, embora se trate de
parasita capaz de infectar grande nimero
das espécies empregadas. Um dos animais
mais sensiveis é o cdo jovem, que ndo se
presta inteiramente 3 rotina de diagndstico.
Inoculando em camundongos brancos jovens
amostras do sangue de pacientes com formas
cronicas da moléstia de Chagas, conseguimos
demonstrar a infec¢do em apenas 0,61 %
dos casos. Inoculando “ereme leucocitdrio”
e a por¢io adjacente obtida por centri-
fugacdo de 5,0 ml de sangue citratado, essa
porcentagem elevou-se para 3,1% (11).

Em casos agudos da moléstia de Chagas,
mesmo com abundincia de parasitos no
sangue periférico, ndo tem sido possivel
demonstrar os tripanosomas pelo exame
direto do liquido céfalo-raqueano, mas
somente pela inoculacdo em animais de
laboratério, como a cobaia (23) ou o céo
jovem (24).

Embora seja fdeil cultivar o flagelado em
laboratério, a semeadura direta do sangue
com T. cruzi s6 excepcionalmente resulta
positiva em pacientes com a forma crénica
da moléstia de Chagas. Pifano (25) assinala
mesmo que, havendo semeado sangue de
pacientes com infecclo mista, o crescimento
do T. rangeli foi muito mais freqiiente que
o do T. cruz. ‘

Vemos, portanto, que a demonstracio do
T. cruzi nas formas crdnicas da moléstia de
Chagas falha numerosas vézes, mesmo
quando se usam processos indiretos, tais
como a inoculacdo em animais sensiveis, a
cultura “in vitro” ou o xenodiagndstico. O
diagndstico nesses casos, tém portanto que
ser estabelecido através de reacdes soroldgi-
cas ou alérgicas.

Melhores resultados t&m sido obtidos com
a reacdo de fixa¢io do complemento. Em-
pregada pela primeira vez em 1913 (26) por
Guerreiro e Machado, que usaram como
antigeno extratos de 7. cruzi obtidos de
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sangue ou 6rgdos de animais infectados, a
prova mostrou-se dotada de grande especi-
ficidade, observando-se, apenas, que os re-
sultados foram um pouco varidveis, de
acordo com o antigeno empregado por um e
outro autor. Grande progresso representou
o preparo de antigeno a partir de culturas
do T. eruzi, por Kelser, em 1936. fsse anti-
geno era dotado de grande capacidade
fixadora e elevada especificidade, embora
muito instdvel. Davis (27) preconizou a
extragdo das substdncias antigénicas por
congelamento e degélo e o uso do “merthio-
late” como conservador.

Numerosos autores, entre os quais Muniz
e Freitas (7) e Romaifia e Gil (28), tém
empregado antigenos preparados, funda-
mentalmente, de acérdo com Davis, salvo
pequenas variantes na téenica original.
Durante alguns anos, trabalhamos com

‘8sse antigeno, empregando-o de acérdo com

a téenica de Kolmer (11). Ampliando obser-
vacdes de outros autores, mostramos ser
a reacdo dotada de grande especificidade,
porquanto sdmente obtivemos reagdes ines-
pecificas em alguns pacientes com infeccfo
leprosa. Diniz ¢ Pellegrino (29) confirmaram
ésse nosso achado. Entre pacientes com
leishmaniose tegumentar, nos quais foi
possivel excluir a coneomitdncia da infec-
cdo chagdsica, sdmente obtivemos reacoes
levemente positivas (+ ou +<). Analisando
os rtesultados da literatura, chamamos
atencdo para o fato de que, nos casos em
que obtiveram reac¢des fortemente positivas
em pacientes com essa parasitose, os autores
nunca excluiram a possivel concomitiancia
da infeccdo chagésica.

Embora se mostrassem muito mais estd-
veis que o de Kelser, os antigenos prepara-
dos pela téenica de Davis ainda exibiam, ao
fim de poucos meses, queda da capacidade
fixadora cspecifica (30, 31). Essa perda da
capacidade fixadora especifica do antigeno,
a0 lado da pequena reatividade dos soros
de pacientes chagésicos na reacdo de fixacio
do complemento, tem dificultado a padroni-
zacdo dessa reacdo de maneira a se obterem
resultados uniformes. Por outro lado, deve
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ser responsivel por resultados pseudo-
positivos observados em soros negativos
conservados em geladeira, como foi publi-
cado por Pellegrino e Mesquita (32).

Afim de obviar o inconveniente da queda
da capacidade fixadora especifica, tém-se
preparado antigenos a partir de culturas
liofilizadas, conforme preconizaram Liem e
Van Thiel (33). Para ésses antigenos poderdo
ser usadas culturas conservadas sfeas du-
rante anos, com a condi¢do de que tenham
sido mantidas no vdcuo.

H4 alguns anos, descrevemos (34) um
antigeno preparado mediante o tratamento
de culturas de 7. cruzi com benzeno, sus-
pendendo-se, em seguida, em dgua destilada,
o sedimento séco e acrescentando-se cloro-
férmio. Esse antigeno, usado na reacfo de
fixacdo do complemento pela técnica de
Wadsworth e col., mostrou-se muito mais
estdvel que outros, preparados segundo a
técnica de Davis (30); por outro lado, essa
técnica permite rigorosa padronizacdo dos
elementos empregados na reacdo, o que a
torna particularmente indicada em satide
piblica, para grandes levantamentos soro-
I6gicos (35), como recomendou o Nono
Congresso Brasileiro de Higiene (36).

Mais recentemente, Chaffee e col. (37)
descreveram, para o diagndstico da moléstia
de Chagas pela reacdo de fixacdo do com-
plemento, um antigeno obtido pelo trata-
mento de culturas de 7. cruzi com éter
anidro. Ao publicarem seus resultados,
chamaram atencfo para a sensibilidade da
reacfo, porquanto haviam obtido resultados
positivos em 98 por cento dos soros de
individuos infectados pelo T'. cruzi. Conforme
tivemos ocasifio de analisar em trabalho
anterior (38), ao apreciar ésses resultados
obtidos por Chaffee e col., devemos levar
em conta que os soros examinados por
&sses autores foram obtidos, na sua totali-
dade, praticamente, de individuos nos quais
o diagnéstico da infeccfo chagisica j4 havia
sido estabelecido pela positividade da reacéo
de fixacdo do complemento. Procurando
obviar ésse inconveniente na avaliacgo da
sensibilidade da rea¢io de Machado-Guer-
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reiro, praticamos essa prova no séro de 73
pacientes, obtidos gracas & colaboracdo do
Dr. E. Dias, nos quais havia sido diagnosti-
cada, no decorrer da década precedente,
através da demonstracdo do parasita no
sangue periférico, a forma aguda da moléstia
de Chagas. Setenta a dois désses soros
(98,6 %) revelaram-se reagentes, sendo que
em 55 (75,3 % do total) os titulos atingiram
2,0 ou mais.

Ao lado désses aspetos ligados 4 sua sensi-
bilidade, deve-se ressaltar que a reacdo de
Machado-Guerreiro se tem mostrado dotada
de grande especificidade quando praticada
com antigeno de culturas do 7. cruzi, con-
forme analisamos em trabalho anterior (11).
Resultados ainda mais especificos foram
obtidos com o antigeno benzeno-chloro-
formado, porquanto ndo se revelou rea-
gente nem mesmo o séro de um paciente com
lepra lepromatosa no qual obtivéramos,
anteriormente, resultado fortemente posi-
tivo com antigeno de Davis (39).

Knierim (40, 41), empregando na rea¢ido
de fixa¢do do complemento pela téenica de
Bozicevich e col. antigeno preparado funda-
mentalmente de acérdo com a téenica de
Davis e submetido & centrifugacio, obteve
90% de positividade entre 29 casos para-
sitolégicamente comprovados de moléstia de
Chagas. Refere essa autora nfo ter ainda
elementos para avaliar a especificidade da
reacdo praticada de acdrdo com a téenica
que preconiza.

Enquanto a reagdo de fixa¢do do comple-
mento fornece resultados tdo favoriveis na
forma crénica da moléstia de Chagas, entre
14 casos agudos sdmente foram reagentes 7
(39). Pellegrino e Brener (42), igualmente,
chamaram atencio para a pequena sensi-
bilidade dessa reacio na forma aguda da
moléstia de Chagas. Nio obstante, Rassi e
col. (43) referem que foram reagentes os
soros de 18 casos agudos examinados pela
téenica de Wadsworth e col.

Adsorvendo a hemdcias de carneiro a
fragdo obtida de culturas do 7. cruzi pelo
método de Fiiller, Muniz (44) descreveu,
para o diagnédstico da moléstia de Chagas, a
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reacio de ‘“hemdlisec condicionada”. Com-
parando os resuitados obtidos mediante essa
téeénica com os que foram fornecidos pelas
reacoes de aglutinacio e de fixa¢fio do com-
plemento em 10 casos crdnicos, conelui (45)
pela superioridade da reac¢fio de hemdlise

anada Clantudn
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os dados que apre-
senta em seu trabalho nio permitem com-
preender como o autor chegou a essa con-
clusgo.

Uma reaciio ripida e de facil execucio
seria de grande aplicagho para a exclusio de
doadores de sangue infectados pelo 7' cruz,
mas, como vemos, nenhuma das reacdes
descritas até o presente satisfaz essa condi-
cido. Nussenzweig ¢ Almeida (46) procura-
ram resolver ésse problema através da
reacio praticada com sbro ative. A dificul-
dade de padronizagfo dessa rea¢dio ndo
permitiu aplicd-la com éxito (47). Scorza e

(48) usaram uma prova do corante,
semelhante & de Sabin-Feldman para a
toxoplasmose, em casos cronicos da moléstia
de Chagas. Embora os resultados iniciais
tenham sido muito favordveis, faltam estu-
dos mais extensos sdbre &sse método, princi-
palmente quanto & sua especificidade.

A reacdio de fixacdo do complemento com
antigeno de T. cruzi em transudatos fol
primeiro praticada por Villela (49), que
obteve resultado fortemente positivo no
liquido aseitico de um paciente com a forma
cardiaca cronica da moléstia. Praticando a
reacdo com anfigeno bhenzenoclorofor-
mado, obtivemos (50) resultados em geral
concordantes no sangue ¢ nos liquidos de
derrame peritoneal, pleural ou pericdrdico,
tendo chamado afencdo para o emprégo
dessa prova para diagnéstico da infecgdo
chagdsica no caddver, principalmente
quando o acentuado grau de hemdlise nao
permite a leitura do seu resultado no séro.

A reaciio de fixagio do complemento no
caddver tem grande importincia para
estabelecer a verdadeira etiologia de numero-
sos quadros que levam & morte, em vista
da dificuldade de se encontrar as formas em
leishmania nos tecidos, nos casos crénicos
da moléstia de Chagas. Essa raridade dos
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ninhos de leishmania limita também o valor
da viscerotomia cirdio-hepatica preconizada
por Mazza (51) para o diagndstico posi-
mortem da infecgio chagisica.

Encontram-se na literatura raras referén-
clas a resultados positivos da reacio de

AManhadn F‘vnvhn;v‘r\ nn fevi1idn Afaln s
iviav lla\AU LAuCLiIciig 134V} ll\luluU \ Clalt ] L=
queano. Com - antigeno benzenoclorofor-

mado, verificamos (52) nio serem reagentes
os liquidos céfalo-raqueanos de 161 pacientes
internados em hospital psiquidtrico, estando
inclufdos entre os mesmos 46 psicopatas em
que a reacio fora positiva no sangue. Dalma
(53) obteve 4 resultados positivos praticando
a reaclo no liquor de 12 pacientes com infec-
¢ao chagasica sem manifestagbes neuroldgi-
cas. Esse mesmo autor chama atencio para o
fato, realmente estranhdvel, de essas reactes
positivas terem sido obtidas em liquidos
céfalo-raqueanos que ndo apresentavam
qualquer outra anormalidade. Num caso em
que obtivemos reac¢do positiva no liquor,
ésse exibia aumento de protéinas e positivi-
dade das reacBes para globulinas, porém o
paciente apresentava cislicercose generali-
sada ¢ crises epiléticas.

Na reacio de fixacio do complemento
para moléstia de Chagas, como acontece em
diversos outros sistemas, um problema im-
portante é a medida do teor de anticorpos
fixadores do complemento no sangue. No
caso particular da moléstia de Chagas, essa
questdo assume particular importincia para
se avaliar o efeito especifico de drogas
s6bre o T. cruzi na fase cronica da moléstia,
em vista da dificuldade de se estabelecer
ésse contrdle através da parasitemia. Em
geral, essa medida de anticorpos tem sido
feita através de titulos determinados pelo
inverso da diluicdo com a qual se obtém
determinado grau de hemolise.

Ao adotarmos, para a reacio de Machado-
Guerreiro, o ecritério de Wadsworth ¢ col.,
visdvamos uma téenica de mais rigorosa
padronizac¢io do antigeno e de medida da
reatividade dos soros. Sob ésse aspeto, uma
das primeiras dificuldades que surgiram foi
a freqléneia com que se apresentaram as
reaces chamadas ““atipicas” e que puderam
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ser devidamente interpretadas levando-se
em conta as peculiaridades de cada sbro (54).

Quanto & padronizacio dos antigenos, ao
lado da maior estabilidade de benzeno-
cloroformado, a técnica por nds adotada
permitia ficilmente estabelecer, para o 7.
cruzz, as “‘eurvas de isofixacio’ descritas por
Almeida (55), as quais mostravam a neces-
sidade de se dosar os antigenos em presenca,
de excesso de anticorpo e os anticorpos em
presenca de excesso de antigeno. Através
désse critério, pudemos verificar que, em-
bora influenciados pelas diversas varigveis
que forgosamente ocorrem ao se repetir a
reacio em diferentes oportunidades, os
titulos obtidos por meio désse método, para
o antigeno e o anticorpo, sio interdepen-
dentes e a relagdo entre os mesmos é cons-
tante, mostrando o poder de combinacio
entre antigeno e anticorpo, independente-
mente da intensidade da reagdo, a qual é evi-
denciada por graus diferentes de hemdlise
(56). Dessa verificacéio decorre que antigenos
somente poderdo ser comparados se usarmos
um mesmo sOro reagente e fizermos essa
comparacio através do cociente dos titulos
do sbro e do antigeno, a fim de tornar minima,
a influéneia das demais varidveis que inter-
ferem na reacio.

Outro problema a resolver ao se avaliar o
significado da variacgao dos resultados obtidos
é o da influéneia das causas téenicas, questio
que poderia assumir aspeto especial nesse
caso, em virtude da falta de uniformidade
fisica do antigeno que apresenta particulas
em suspensio. Fsse aspeto fol recentemente
focalizado por Almeida e Siqueira (57), que
estudaram a discrepincia relativa entre
pares de reacdes simultdneas, nesse sistema.
Aplicando um critério de andlise seqiien-
cial de probabilidade direta, concluiram que
para ésse antigeno podem ser adotados os
mesmos critérios de variagdo aceitos para
outros sistemas que usam antigenos muito
mais purificados, como a cardiolipina.

A reacdo entre antigeno de 7. cruz e
sfro chagédsico processa-se mesmo em pre-
senca de outros sistemas fixadores do com-
plemento, como acontece, alids, com outras
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reacdes soroldgicas. Porisso, nio houve
interferéncia nos resultados quando o mesmo
sbro foi posto em presenca de quantidades
adequadas de cardiolipina, antigeno pre-
parado com culturas de Mycobaclerium
tuberculosis e antigeno benzenoclorofor-
mado de 7. cruzi. O uso désse antigeno tri-
plice foi aconselhado para a selecio de
doadores em bancos de sangue (58).

Além dos elementos morfoldgicos que
permitem distinguir o 7. cruzi do 7. ran-
geli, a reacdo sorolégica de fixacdo do com-
plemento com antigeno do primeiro tem
sido negativa no séro de pacientes infectados
pelo T. rangeli (59). Por outro lado, embora
tenhamos apenas algumas observacdes a
respeito, verificamos que antigeno preparado
com cultura de 7. rangelt reagiu com soros
de pacientes com forma crénica da moléstia
de Chagas.

A reacio de fixacdo do complemento com
antigeno de 7. cruzi em animais apresenta
algumas peculiaridades que merecem co-
mentério. Embora aplicada desde hd muitos
anos em cées por Guerreiro e Machado (26),
deve ser interpretada com especial cuidado
nesse caso, ndo somente devido & freqiiéncia
com que o sdro de cio pode-se mostrar anti-
complementar, como pela facilidade com
que as heméeias désse animal se hemolisam
em presen¢a do séro. Além disso, conforme
chamamos atencio em trabalho anterior
(60), o “‘critério de positividade” (séro
reagente) deve ser estabelecido para ésses
animalis, porquanto pode diferir do que se usa
para o séro humano. Assim, trabalhando
com s6ro de cies que sabiamos com segu-
ranca nio estarem infectados, estabelecemos
como valor minimo de positividade o titulo
3,0, na téenica de Wadsworth e col. Brener
e Pellegrino (61) assinalam a positividade
da reacdo de fixac¢do do complemento, quer
com antigeno de 7. cruzi, quer com anti-
geno de Mycobacterium luberculosis, em
cies infectados com 7. cruzi ou com Leish-
mania donovant.

Ainda com relacio aos resultados da
reacdo de fixacio do complemento com
antigeno de 7. cruzi em animais, pudemos
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confirmar os dados de Espinoza (62), que
verificou nio serem reagentes os soros de
gambés (Didelphis spp.) comprovadamente
infectados por tripanosomas morfologica-
mente indistinguiveis do 7. cruzi. Verifica-
mos ésse fato mesmo quando empregamos
antigeno preparado com cépa do protozodrio
isolado désse marsupial. Por outro lado,
verificamos também que, quase sempre,
nio sio reagentes os soros de gatos domésti-
cos, mesmo com infeccdo comprovada por
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Os dados da literatura nfo sdo concor-
dantes a respeito do valor diagndstico da
reacio intradérmica com antigeno de 7.
cruzi. Estudando ésse problema em casos
cronicos de moléstia de Chagas (11), verifi-
camos que essa reacdo somente resultou
positiva quando aplicada em pacientes com
leishmaniose tegumentar. Mostramos, por
outro lado, que essa reatividade cruzada,
assinalada também no trabatho experimental
de Pessba e Cardoso (63), poderia explicar

xenodiagndstico. Apenas um dos casos as aparentes divergéneias referidas na litera-
revelou um titulo igual a 2,1. tura.
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