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RESUMO

Com reagbes de imunofluorescéncia indireta usando antiglobulinas humanas
marcadas das classes IgA, IgG e IgM, os Autores pesquisaram a presenga de anti-

corpos especificos no soro de chagasicos crénicos.

Dos 71 soros testados 31 per-

tenciam a doentes em que se fez a comprovagdo parasitolégica por hemocultura.

Anticorpo da classe IgG foi enconirado em todos os soros testados.

Em relacdo

a IgA a reacio foi positiva em 64 dos 71 examinados (90,1%) e para IgM houve

68 reacbes positivas (95,8%).

Os Autores chamam atengdo para a existéncia de

anticorpos especificos da classe IgM na fase crénica da doenca de Chagas e dis-

cutem a importincia desse achado.

INTRODUCAO

A pesquisa de imuneglobulinas especificas
no soro de portadores de moléstias parasita-
rias tem despertado a atencio dos pesquisa-
dores nfo s6 por oferecer oportunidade de
um conhecimento melhor dos mecanismos imu-
nitarios envolvidos, como pela possibilidade
de se fazer um diagnéstico mais preciso das
mesmas. Entre as moléstias parasitarias a ve-
rificagio de aumento de IgM em portadores
de tripanossomose africana é o exemplo mais
tipico.

Em relacio a doenga de Chagas as pesqui-
sas feitas por quantitagdo mostraram que nao
ocorria fendémeno idéntico ao da tripanosse-
mose africana, isto é, IgM ndo se mostrava
elevada. E preciso levar em conta porém,
que a variagdo dentro das amostras popula-
cionais é relativamente grande, e s6 aumentos
de concentracio muito elevados podem ser
evidenciados. A maneira de se eviiar esse

inconveniente & a realizagdo de imunofluores-
céncia utilizando anticorpos marcados conira
as diversas imuneglobulinas, Foi assim que
LerrcHUC & col.® conseguiram demonstrar
a presenca de anticorpos contra I'. cruzi das
classes IgA e IgG no soro de chagésicos cré-
nicos.

No presente trabalho relatamos os resulta-
dos que obtivemos pesquisando anticorpos es-
pecificos das classes IgA, IgG e IgM em soros
de chagéasicos crénicos usando a reagdo de
imunofluorescéncia indireta.

MATERIAL E METODOS
A — Soros ensaiados

Soros de 71 chagésicos crdnicos revelados
por reagdo de fixacio de complemento posi-
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_tiva, técnica de Frriras & ALMEIDA *, todos
adultos, procedentes de regido onde a doen-
¢a de Chagas é endémica. Os soros foram
coletados e ampolados & medida em que eram
encaminhados ao laboratdério e entdo conser-
vados em congelador a -20°C até momentos an-
tes de serem feitas as reagbes. Trinta e um
desses pacientes foram examinados por hemo-
cultura pela técnica de ALBUQUERQUE & col. *
sendo em todos eles comprovado o parasitis-
mo pelo Trypanosoma cruzi.

B — Imunofluorescéncia indireta para pes-

quisa de IgA, IgG e IgM

Como antigeno usamos Trypanosoma cruzi
culivade em meio ligiiido fornecido liofili-
zado pelo Wellcome Reagents Limited. As
ldminas, com 4reas de reagfo delimitadas
com Polifluortetraetileno, foram preparadas
momentos antes da reagfo e os tripanossomos
fixados por metanol durante 10 minutos. As
antiglobulinas especificas (IgA, IgG ¢ IgM)
marcadas com fluoresceina foram também for-
necidas pela Wellcome Reagents Limited. As
anti IgA e IgM foram usadas diluidas a 1/10.
A anti IgG o foi a 1/20.

Como nas reagBes convencionais usamos
uma técnica indireta ¢ observamos os seguin-
tes tempos: a) 30 minutos para incubagfo
dos soros a 37°C; b) 30 minutos de lavagem
¢ém PBS pH 7,2 com trocas a cada 10 minu-
tos; ¢) 30 minutos de incubagio com antiglo-
bulina marcada, em estufa a 37°C; d) 60 mi-
nutos de lavagem em PBS pH 7,2 com trocas
de ligiiido a cada 15 minutos. Para as rea-
gbes de pesquisa de IgG a diluigfo inicial dos
soros foi 1/50; para pesquisa de IgA e IgM
foi de 1/10. Para leitura usamos um foto-
microscopio Zeiss com limpada a vapor de
mercirio HBO 200 'WI, litro de excitacio
BG 12 e de barragem 50, condensador em
campo escuro.
~ Em todas as vezes que fizemos as reacdes,
introduzimos um soro sabidamente negativo
para controle.

RESULTADOS

Os resultados por nés obtidos encontram-se
resumidos no Quadro I.

QUADRO I

Resultados da determinacfio dos niveis de IgA,
IgG e IgM em 71 soros de chagéasicos crénicos

wneglobulinas '
\ ! IgA IgG IgM
Soros \\

|
reagentes até 1/10 ) { 11 0 , 7
reagentes até 1/50 I! 25 0 23
reagentes até 1/100 [ 27 3 38
reagentes até 1/500 1 7 2
reagentes afé 1/1000 0 20 0
reagentes até 1/3000 0 23 0
reagentes até 1/6000 0 16 0
reagentes‘ até 1/12000 0 2 ¢
néo reagentes 7 t] 3

A pesquisa de anticorpos da classe IgA,
anti Trypanosoma cruzi fol positiva em 64 dos
71 soros ensaiados, isto €, 90,1% de positi-
vidade. Em relagdo a IgM tivemos 68 reactes
positivas, ou seja, em 95,8% dos estudados
encontramos essa classe de imuneglobulina
reagindo contra o T. cruzi.

Os testes feitos com IgG foram positivos
em todos os casos e sempre em diluicGes mais
altas que as observadas com IgA ou IgM. Em
um dos soros estudados ocorreu reagfo posi-
tiva s6 com IgG; em 7 houve positividade em
a0 menos duas das 3 reacbes executadas e
63 foram positivos nas trés.

DISCUSSAOQO

A cronificacdo da Doenca de Chagas in-
dica a existéncia de uma defesa imunolégica
suficiente para controlar e impedir a multi-
plicagdo em ritmo progressivo dos parasitos.
A comprovagio da existéncia de tripanosso-
mos circulantes em todos os chagasicos pes-
quisados (ALBUQUERQUE & col.!) permite
supor a ocorréncia constante de estimulos an-
ligénicos e, naturalmente, liberacio de anti-
corpos especificos. Korrsarz & col. ® foram
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os primeiros a comprovar elevacdo de gama-
globulina em chagéasicos cronicos. O segun-
do passo seria a distingdo entre as classes de
imuneglobulinas conhecidas. MArRsDEN & col. *
conseguiram demonstrar ligeira elevagio de
IgG em chagésicos crénicos. A demora ve-
rificada nesse sentido deve ter ocorrido pro-
vavelmente por dificuldade do método habi-
tualmente utilizado (imunodifusdo radial) em
detectar variagBes nfo muito acentuadas que
é o que normalmente deve ocorrer entre os
chagéasicos. ReacGes sorolégicas feitas em so-
ros fracionados e, especialmente a imuno-
fluorescéncia com antiglobulinas especificas
marcadas, permitiram a LeHrcHUC & col.©
comprovar a existéncia de anticorpos dos ti-
pos IgG e IgA na maioria dos chagisicos
cronicos e IgM em alguns deles.

A presenca de anticorpos especificos das
3 classes principais de imuneglobulinas ocor-
-reu em quase todos os soros pesquisados por
nés. Nao nos surpreenderam os achados rela-
tivos a IgG e IgA pois apenas vieram confir-
mar os dados de LEHLCHUC & col. ¢, Entre-
tanto a observagio da existéneia de anticor-
pos da classe IgM em 68 dos 71 soros de cha-
gasicos cronicos estudados foi um resultado
importante. Nos dados de Lenrcuuc & col.®
vemos que eém 2 dos onze casos crénicos es-
tudados a reaclo foi positiva na fracio I
que é predominantemente IgM. Parece que os
Autores ndo se preocuparam em fazer o teste
com anti IgM marcado como fizeram em rela-
¢io a IgA e IgG e, provavelmente por isso,
nao ercontraram maior niimero de positivos.
Se considerarmos que nas reagbes de imuno-

flucrescéncia IgM pode sofrer competigio por -

1gG com desvantagem para a primeira, como
demonstraram CoHEN & col. ?, devemos assu-
mir como corretas as reacbes positivas, ha-
vendo ainda a possibilidade de que, entre as
poucas negativas pode ter havido inibicdo
por lgG e nfo auséncia de IgM. Dessa forma
nossos resultados indicam a presenga quase
constante de imuneglobulina da classe IgM
no soro de portadores da doenga de Chagas
em fase cromica. De acordo com Brown? e
OcILviE ® a explicagdo para alto teor de IgM
ro soro de portadores de Trypanosoma rho-
desiense seria a constante variacdo antigénica
de superficie apresentada por esse protozoa-
rio. No caso do T. cruzi variagbes antigéni-
cas dessa natureza sfo desconhecidas e assim
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sendo, a presenga de IgM na fase crénica nio
deveria ocorrer. Todavia, frente aos resulta-
dos obtidos, somos propensos a acreditar na
possibilidade de existéncia  de variagbes de
antigenos de superficie também no Trypano-
soma cruzi. Alids em trabalho recente, S1QUEI-
RA & col.? estudando as relagbes antigénicas
de tripanosomas colhidos em épocas diferen-
tes de. uma mesma infec¢do, mostraram que
estes tripanosomas sofrem modificagBes cicli-
cas que foram verificadas pelo seu compor-
tamento nas reagdes de aglutinacio e também
em reacdes diretas de imunofluorescéncia. Es-
tes Autores também sugerem a existéncia de
uma variacio antigénica nas infecgfes pelo
T. cruzi.

Quanto as concentragdes de imuneglobuli-
nas especificas anti-T. cruzi, presentes nc soro
de chagésicos crénicos confirmamos que IgG
é a classe que aparece constantemente e sem-
pre em niveis mais elevados que IgA e IgM.

SUMMARY

Specific tmmunoglobulin levels (IgA, IgCG
and IgM) in chronic chagasic putients

Indirect immurnofluorescent technique was
used for detection of specific immunoglobu-
lins (IgA, IgG and IgM) directed to Trypa-
nosoma cruzi in the sera of 71 chronic cha-
gasic patients. IgG was detected in all sera
cxamined and in higher levels than IgA or
IgM antibodies. The results obtained for IgA
were 90.1% and for IgM were 95.8%. The
presence of antibodies of the IgM class in
chronic stage of Chagas Disease is emphasized.
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