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RESUMO: Foram sensibilizadas hemdcias humanas 0 Rh negativo com a fragfo semipuri-
ficada (Fp) da proteinase do Trypenosoma cruzi, e testadas quanto a antigenicidade com so-
ros de pacientes portadores de tripanossomfase americana crénica e de outras doengas parasi-
tirias nfo relacionadas. ReagBes de hemaglutinagfo positivas foram observadas com os soros
de pacientes chagdsicos e com alguns soros de individuos portadores de leishmaniose cutaneo-
mucosa. Nfo foram observadas reagSes cruzadas com os soros de pacientes portadores de
leishmaniose visceral, maléria, toxoplasmose, sifilis, esquistossomose ¢ mononucleose. Os resul-
tados obtidos sfo favordveis ao emprego desta fragfo antigénica em testes de imunodiagnés-

tico da tripanossomfase americana.

UNITERMOS: Tripanossomiase americana, diagnéstico. Trypanosoma cruzi. Proteinase.

INTRODUGAO

Diferentes técnicas tém sido desenvolvi-
das visando o diagnostico sorologico da
doenga de Chagas, em particular na sua fase
crdnica, onde a demonstragdo do Trypanoso-
ma cruzi por métodos diretos, na maioria
das vezes, ndo é possivel (Camargo e Take-
da'). Entre estas, a hemaglutinagfo passiva,
introduzida por Muniz (Goble*) no sorodiag-
noéstico da infecgfo chagdsica, tem recebido
especial atengdo devido 2 sua facilidade de
execugdo, alta sensibilidade e reprodutibili-
dade. Na busca de tornar esta reagdo espe-
cifica para o diagnéstico laboratorial da tri-
panossomfase americana, diferentes antige-
nos, somiticos ou de membrana plasmética
do T. cruzi, tém sido usados na sensibiliza-

¢80 de hemadcias humanas ou de origem ani-
mal (Goble* e Carniol e col.?). Recentemen-
te, Rangel e col.” isolaram uma proteinase
do T. cruzi, que pode ser encontrada nas
trés formas evolutivas de diferentes cepas do
parasito e capaz de digerir diferentes substra-
tos protéicos em ampla faixa de pH. No pre-
sente trabalho procurou-se obter informa-
¢Oes sobre a possibilidade do emprego da
fragdo semipurificada desta proteinase para
a sensibilizagdo de hemdcias, com a finalida-
de de imunodiagnostico da doenga de Cha-
gas na fase cronica.

MATERIAL E METODOS
Fragdo semipurificada (Fp) da proteinase do

* Trabalho realizado com auxilio parcial da FINEP. Proc. B/76/81/360/00/00
** Do Departamento de Farmacia Qualitatica da Faculdade de Farmdcia da Universidade Federal da
Bahia — Campus Universitirio de Ondina — Rua Jereneoaba, s/n9 — 40.000 — Salvador, BA, Brasil.
*** Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas — Caixa Postal 6109 — 13100 — Campinas, SP — Brasil.

487



ATTA, AM. et al. Utilizagdo da fragdo semipurificada da proteinase do Trypanosoma cruzi no imuno-
diagnéstico da doenga de Chagas. Rev. Saude publ, S. Paulo, 18: 487-90, 1984.

T. cruzi — Foi obtida a partir da fragdo sold-
vel de lisados delipidados de formas de cultu-
ra de T. cruzi da cepa y em meio LIT, ajus-
tada para pH 4.5 pela adiggo de HCL 0,1N,
seguido de precipitagdo por acetona em ba-
nho refrigerado a -52C sob agitagdo constan-
te (Rangel e col.®).

Soros humanos — Soros normais foram obti-
dos de individuos aparentemente sadios,
com sorologia negativa para a doenga de
Chagas. Os soros de pacientes chagdsicos pro-
cederam das seguintes institui¢des: Hospital
Professor Edgar Santos (UFBA) ¢ Laborato-
rio Central Gongalo Moniz. Estes soros apre-
sentaram testes positivos para a tripanosso-
miase americana, conforme determinado por
reag¢Oes de fixagdo de complemento, imuno-
fluorescéncia indireta e de hemaglutinagdo
passiva. Soros de pacientes portadores de
doengas nfo relacionadas 4 doenga de Chagas
foram obtidos do Instituto de Medicina Tro-
pical da USP e do Nucleo de Medicina Tro-
pical da Universidade de Brasilia.

Testes de hemaglutinacdo passiva — Hem4-
cias humanas O Rh negativo foram formoli-
zadas segundo Csizmas® e tratadas com 4ci-
do tanico e sensibilizadas com o antfgeno de
acordo com as recomenda¢des de Hebert®.
Na sensibilizagfo dos eritrocitos foram utili-
zados 2mg da Fp, dosados pelo método de

Lowry e col.® contra um padrdo de ovalbu-
mina. Os testes de hemaglutina¢do passiva
foram realizados em placas de policabonato,
com o fundo em U, utilizando-se volumes de
50 microlitros das diluigGes seriadas dos so-
ros em salina fosfatada 0,15 M, pH 7.2, con-
tendo como estabilizador 0,4% de soro de
cobaia previamente inativada e absorvido
com as hemdcias suportes, e volumes de 25
microlitros da suspensfo a 1% das hemdcias
sensibilizadas. As reagSes foram lidas apés
duas horas de incubagfo d temperatura am-
biente, considerando-se positivos os titulos
iguais ou superiores a 1/16. Controles apro-
priados para investigar a ocorréncia de aglu-
tinagdo inespecifica foram constantemente
inclufdos nestes testes.

RESULTADOS

Foram testados 85 soros pela hemagluti-
nagdo passiva usando hemdcias sensibiliza-
das pela Fp. Destes, 31 soros eram de pacien-
tes com doenga de Chagas enquanto que os
54 soros restantes eram de individuos ndo
chagésicos, situando-se entre estes 19 soros
de pessoas sadias e 35 soros de pacientes
portadores de doengas parasitirias outras,
ndo relacionadas 2 tripanossomfase america-
na.

Os resultados destes testes, assim como a
distribui¢do por titulos, sdo apresentados na
Tabela 1

TABELA 1

Resultados das reag8es de hemaglutinagdo passiva usando hemdcias sensibilizadas com a Fp e soros
de individuos sadios, chagdsicos e portadores de outras doengas parasitdrias

- Titulos
Pacientes NQ de casos < 1/16 1/16 - 1/64 1/128 - 1/256
Chagdsicos 31 - . 24 07
Outras doengas 35 33 02 -
Sadios 19 19 - -
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Avaliando-se a especificidade do teste de
hemaglutinagdo passiva frente aos soros de
pacientes portadores de outras doengas, foi
verificada a ocorréncia de rea¢des cruzadas
com apenas dois soros testados, procedentes

de individuos com leishmaniose cutaneomu-
cosa.

Os demais soros, inclusive os de pacientes
com calazar, nio apresentaram reagOes de
hemaglutinagdo positivas (Tabela 2).

TABELA 2

Avaliagdo da especificidade do teste de hemaglutinagdo passiva com a Fp frente aos soros de
pacientes com outras doengas parasitirias

Doengas N@ de casos Positivos Negativos
Calazar 8 - 8
Esquistossomose 3 - 3
Leishmaniose tegumentar 8 2 6
Maldria 3 - 3
Mononucleose 3 - 3
Sifilis 7 - 7
Toxoplasmose 3 - 3

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos testes de hema-
glutinagdo passiva com hemicias sensibiliza-
das com a fragdo semipurificada da protei-
nase do T. cruzi s3o, aparentemente, favora-
veis ao emprego desta fragdo no imunodiag-
noéstico da doenga de Chagas. A facilidade de
obten¢do da Fp, possivel em laboratério de
médio porte, assim como a aparente auséncia
de reagdes cruzadas, com excegdo daquelas
observadas com alguns soros de pacientes
com leishmaniose tegumentar, justificam a
realizagdo de analises mais detalhadas da sua
antigenicidade, uma vez que, como demons-
trado por Rangel e col.?, diferentes antige-
nos do T. cruzi estdo presentes na Fp, além
de conter cerca de 66% da atividade protei-
nésica original dos lisados de cultura do pa-
rasito. Realizando reagGes de hemaglutina-
¢do com as hemdcias sensibilizadas com a Fp
¢ soros antiproteinase obtidos através da
imunizagdo de coelhos com a enzima purifi-
cada, foram verificadas reages positivas,
indicando a sua presen¢a na superficie des-

tas células. Estudos estdo sendo conduzidos
visando identificar a especificidade dos an-
ticorpos dirigidos contra a Fp, tanto nos
soros de pacientes chagasicos como nos soros
de portadores de leishmanijose cutaneomu-
cosa que reagem cruzadamente. Provavel-
mente surgirdo destes estudos informagGes
que possibilitem a obteng¢do de uma fra-
¢do antigénica mais especifica para o diag-
néstico sorolégico da doenga de Chagas, do
mesmo modo que poderd ser investigada a
ocorréncia de anticorpos antiproteinase,
o que fornecerd alguns dados relativos ao
papel desta enzima na patologia da tripanos-
somfase americana.
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ATTA, A. M. et al. [The use of a semipurified fraction of Trypanosoma cruzi proteinase in
immunodiagnosis of Chagas’ disease. ] Rev. Saidde pabl., S. Paulo, 18:487-90, 1984,

ABSTRACT: Group 0 Rh negative human erytrocytes were coated with the semipurified
fraction of T. cruzi proteinase and tested with sera both from patients with chagas’ disease and
from others with unrelated parasitic diseases. Positive haemagglutination reactions were only
observed with the sera from the former and with that from two patients with mucocutaneous
leishmaniasis. No crossed reactions were observed with visceral leishmaniasis, malaria, toxoplas-
mosis syphilis, schistosomiasis or mononucleosis sera, Results suggest that this purified fraction
can be used in immunodiagnosis of American Trypanosomiasis.

UNITERMS: Trypanosomiasis, South American, diagnosis. Trypanosoma cruzi, Peptide

peptidohydrolases.
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