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ANTICORPOS A TRYPANOSOMA CRUZI NO LIQUIDO
CEFALORRAQUEANO

PESQUISA PELAS REACSES DE FIXACAO DO COMPLEMENTO
E DE IMUNOFLUORESCENCIA

A. BPINA-FRANGA % — J, A. LIVRAMENTO #%* — L. R. MACHADO ¥% — N. YASUDA %%

RESUMO — Nas amostras de ligilido cefalorragueano (L{CR) de 200 pacicntes com afeccies
do sistema nervoso centrai (SNC) foi efetuada pesquisa de anticorpos a Trypanosoma oruzi
(T. cruzi) mediante: reaclio de fixagio do complemento {(RFC) em 69, reaciio de imunofluo-
reseéneia (I1gG) indireta (RIF) em 118, ambas em 13. Em 50 casos, para a RIF, o LCR
foi também previamente concentradce 20 vezes. Os resultados foram avaliados em relacio as
patologias gue acometiam o SNC, ao comportamento das células e proteinas do LCR e
ao resultade de investigacbes imunologicas no LCR para outras infecgdes do SNC (sifilis,
cisticercose, esquistossomiase e toxoplasmose) para as quais técnicas semelhantes foram adotadas.
Anticorpos a T. cruzi foram demonstrados em trés pacientes: em um conm reagudizacio da
moléstia de Chagas ra vigéneia da sindrome de imunodeficiéncia adquirida; em um paciente
com epilepsia e em um paciente com acidente vascular cerebral, ambos c¢om moléstia de
Chagas comprovada pela presenca de anticorpes a T. cruzi no soro.

Antibodies to Trypanosoma cruzi in the cerebrospinal fluid: investigation by complement
fixation and immunofluorescence tests.

SUMMARY — Cerebrospinal fluid (CSF) samples of 200 patients who presented central nervous
system (CNS) patholegies were evaluated for antibodies to Trypanosoma cruzi {(T. cruzi).
The evaluation was made through: complement fixation test (CFT) in 69 patients, undirect
(IgG) immunofluorescence test (IFT) in 118, and by CFT and IFT in 13, In 50 cases the
IFT has been made also in concentrated (20 X) CSF samples. Resulis were evaluated in
report to CNS8 pathology, CSF cells and proteins, and tests in the CSF for other CNS
infections (syphilis, cysticercesis, schistosomiasis, toxoplasmosis). These tests were based
on techniques similar to those adopted for the search of antibodies to T, eruzl, and
were conducted comcomitantly to tests for T. cruzi in the same CSF sample for everyone
of the cases. Antibodies to T. cruzi were found in three patients, The first was a
patient committed by the aequired immunodeficlency syndrome (AIDS) in whum there
occurred exacerbation of the acute stage of Chagas’ disease. The second is a patient
who is committed by epilepsy, and an acute stroke occurred in the third patient; Chagas’
disease had been previously diagnosed in them through the demonstration of antibodies
to T. cruzi in the blood serum.

Limitam-se as possibilidades diagndsticas de acometimento do sistema nervoso
central (SNC) na forma crénica da doenca de Chagas, & associacdo: manifestaghes
clinicas compativeis ao tipo de lesdo encefalica comumente provocado pelo Trypano-
soma cruzi (T. cruzi); presenga de anticorpos ao parasiti no sero do paciente.
A vigéncia desse bindmio aventa, assim, a possibilidade de diagndstico provavel.
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Diagnostico de seguranca resultaria da demonstracdo de anticorpos a T.cruzi no
liquido cefalorraqueano (LCR), de modo semelhante ao que ocorre na neurossifilis
e na neurocisticercose por exemplo. Todavia, sdo escassos os relatos de anticorpos a
T. cruzi na forma cronica da doenca de Chagas16, ao contrario do que se passa na
fase aguda. Nesta, além dos anticorpos, o proprio parasita pode ser demonstrado
oferecendo, assim, o diagnostico de certeza 6. O problema persiste, apesar da utilizagéo
de técnicas mais sensiveis (como ELISA e hemaglutinacio) e dos esfor¢os para ampliar
a sensibilidade das reagdes imunologicas empregadas no LCR para esse fim 1l

E nosso propodsito relatar neste artigo o resultado de pesquisa conduzida para
avaliar a questdo.

MATERIAL E METODOS

Foi esltudada uma amostra de LCR de cada um de 200 pacientes ccm: epilepsia, 38;
acidente vascular cerebral (AVC), 38; outra evidéncia de acometimento do SNC, 124. Os
casos foram distribuidos em 6 grupos, servindo os 4 primeiros de controle para os res-
tantes (Tabela 1). As caracteristicas do dual citoproteico das amostras de LCR constam
da tabela 2 considerando: numero de células normal quando havia até 4 leucéeitos/mms3;
concentracdo proteica normal quando até 30 mg/dl para LCR da cisterna magna e até
40 para LCR lombar, respectivamente; os aumentos da concentracdo proteica foram consi-
derados discretos (quando entre o limite superior da normalidade e 50 mg/dl) ou modera-
dos (de 51 a 200 mg/dl). Para efeito desta pesquisa ndo foram consideradas a intensidade
da hipercitose (restrita aquelas com até 200 células/mm3) e as caracteristicas do perfil
citomorfolégico. Este era de padrdo linfomononuclear em todos os casos com hipercitose,
em 8 deles células eosinéfilas estando presentes. Também ndo foi considerada a participacéo

Casos
Grupo Caracteristicas Numero
1 Com anticorpos a T.cruzi ndo detectados no soro 10
2 Com anticorpos a T. cruzi no soro ie
3 Com anticorpos para outras infecgdes detectados no LCR 10
4 Com RFC e RIF para T.cruzi nio-reagentes no LCR 10
5 Pesquisa de anticcrpos a T.cruzi no LCR por RFC ou RIF 110
6 Pesquisa de anticorpos a T.cruzi por RIF em LCR concentrado 50
Total 200

Tabela 1 — Distribui¢cdo por grupos dos 200 casos com afec¢des do SNC mos quais foi pesqui-
sada no LCR a vresenga de anticorpos.

LCR
Grupo C+P P P C+P Hein
norm aum aum aum

discer mod
1 5 1 0 4 0
2 7 1 0 2 c
3 1 1 1 7 0
4 6 1 0 3 0
5 70 14 6 16 4
6 35 5 2 8 0

Tabela 2 — Distribuicdo das 200 amostras de LCR dos 6 grupos segundo o comportamento

do respectivo dual citoproteico. (C, células (mumero/mms3); P, proteinas totais (mg/dl);
Hem, hemorrdgico; morm, mormal; aum, aumentado; discr, discreto; mod, mwoderado.
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de globulinas gama no perfil proteico do LCR, avaliada em 40 casos e encontrando-se aumen-
tada em 14: o aumento era discreto (até 20%) em 10 e moderado em 4 (méaximo registrado
30,9%). Reacdes imunolégicas para sifilis e para cisticercose (de fixacdo do complemento
e/ou de imunofluorescéncia indireta foram n#o-reagentes em todas as amostras, exceto nas
do grupo 3; neste grupo, reacdes reagentes para sifilis foram verificadas em trés casos e
para cisticercose em 4, para toxoplasmose em um e para esquistossomiase em dois.

Pesquisa de anticorpos a T. cruzi foi efetuada em todas as amostras mediante: reacio
de fixacdo do complemento de Machado-Guerreiro (RFC) em 69; reacdo de imunofluorescéncia
indireta (R1F) em 118; RFC e RIF em 13 (em trés do grupo 2 e nas 10 grupo 4). A RIF,
em 50 casos, também foi feita simultaneamente no concentrado (20 vezes) da amostra LCR.
Como controle, foram feitas simultaneamente: em relacdo a4 RFC, reacdes de fixacdo do
complemento para sifilis e para cisticercose; em relacdo a RIF, reacdes de imunofluorescéncia
indireta para sifilis (FTA e, se necessidrio, FTA-Abs) e para cisticercose e, no grupo 6, para
toxoplasmose. As técnicas utilizadas para RFC (hemdlise completa) ¢ para RIF (IgQR)
seguem as adotadas no CIN, como aquelas para as demais reacdes imunolégicas utilizadas (15).
A concentracio do LCR foi feita mediante dialise contra solucdo macromolecular de goma
arabica a 50% em solucdo fisiolégica; o concentrado é rediluido com o préprio LCR do
paciente, de tal forma que a resultante final seja concentragdo proteica total 20 vezes maior
que a inicialmente registrada (11).

RESULTADOS

Anticorpos a T. cruzi foram evidenciados no LCR de trés pacientes (Tabela 3): por
RIF em um e por RFC em dois. Dos 10 casos do grupo 2, pacientes sabidamente chagéisicos,
anticorpos a T. cruzi foram detectados no LCR em trés. Em um caso, foram demonstrados
por RIF até a diluicdo de 1/64 em paciente com a sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) e reagudizacio da moléstia de Chagas. Este caso & de observacioc de outro centro
(Hospital Emilio Ribas) e o LCR do paciente foi estudado por nés por solicitacio de um
dos membros da equipe desse Hospital (Dr. D. Diament). A amostra de LCR, xantocrdmica,
apresentava 25 células/mm3, 182 mg/dl de proteinas totais, 50 mg/dl de glicose e 28% de
globulinas gama no perfil proteico; o perfil citomorfolégico era de padrdo linfomononuclear,
macroéfagos (8%), plasmécitos (2%) e polinucleares neutréfilos (1%) também participando; as
reacbes de fixacdo do complemento para sifilis e para cisticercose eram n#o-reagentes, bem
como as de imunofluorescéncia para sifilis, cisticercose, toxoplasmose e esquistossomiase. Em
dois casos, anticorpos a T. cruzi foram demonstrados pela RFC. Em uma paciente epiléptica,
com 26 anos de idade, cuja doenca de Chagas cronica nido era acompanhads de outras mani-
festacbes; a composicio do LCR dessa paciente era normal, exceto pela positividade da RFC
(titulo 1/1). Em um paciente com 28 anos de idade, que apresentou acidente vascular cerebral
no decurso de doenca de Chagas cronica: a composicio do LCR deste paciente era normal,
exceto pela positividede da RFC (titulo 1/2). Em ambos eram ndo-reagentes tanto a RIF
como as reacdes de fixacdo do complemento para sifilis e para cisticercoss, da mesma forma
que as de imunofluorescéncia para sifilis, para cisticercose e para toxoplasinose.

Diagnéstico Presenca de

Grupo Epilepsia AVC Outro antic?rpos a4
T. cruzi no LCR

1 2 2 6 0/10
2 4 4 2 3/10%
3 0 0 10 0/10
4 4 4 2 0/10
5 20 20 70 0/110
6 8 8 34 0/50

Total 38 38 124 3/200

Tabele 3 — Distribuicdo dos casos segundo as wmanifestacées clinicas e demonstragdo da

presenga de anticorpos a T. cruzi no LCR. * Demonstrados por: RIF em um caso de AIDS
que apresentou reagudizagdo de moléstia de Chagas crémica; RFC e mio por RIF em um
caso de epilepsia e em um caso de AVC.
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COMENTARIOS

Despopulagdo neuronal esparsa e irregularmente distribuida resulta do acometi-
mento do SNC pelo T. cruzi e esse acometimento é particularmente observado na
fase aguda da doenga, como comprovam estudos no homem e experimentais,
na maioria conduzidos pela escola de Ribcirdo Preto e sob a orientacdo de Kaberle 10,
Segiiclas dessa  despopulagdo podem transparecer no homem coma ‘encefalopatias
minimas’, conforme conceituado por Jérg e sua escola em relagdo a pacientes obser-
vados longo tempo depois de, na primeira infancia, terem tido meningoencefalite
chagésica®. Concordantes a esses achados sdo aqueles de Armbrust-Figueiredo, Jar-
dim e Takayanagui em relagio a pacientes internados em hospital psiquidtrico e a
pacientes com epilepsia ©:8. Por outro lado, lesfes macicas, resultantes de acidentes
cerebrovascutares, AVC embolicos geralmente secundarios a cardiopatia chagésica cro-
nica (CCC) podem expressar-se por quadros neurologicos mais evidentes 17. Todavia,
nestes casos, a lesao encefalica resulta habitualmente do déficit regional de irrigagdo
provocado pelo AVC, ndo sendo incomum que, ao longo da evolugdo da CCC,
possam ocorrer varios episodios cerebrais embolicos como sugerido pelos dados de
Pittella 13- Além disso, o comprometimento das condi¢des imunitarias de organismo
ja albergando T. cruzi em fase cronica da doenga de Chagas pode ser acompanhado
de exacerbacdo da fase aguda da doenga, como vem sendo demonstrado no homem
a partir de observagdo feita por Mattosinho-Franga et al. 12, Da mesma forma, em
afecgbes que se acompanham de comprometimento imunitiric e nas quais torna-se
necessaria hemoterapia, esta pode levar a infestacio por T.cruzi e desenvolvimento
de forma aguda grave da doenca como primeiro apontado por Becker!. Em condi-
¢Oes como ecssas € comum haver infestagio do SNC pelo T. cruzi, como nos casos
referidos.  Meningoencefalite ou meningoencefalomiclite pode resultar, com evolugdo
%eraémeme fatal, como ocorre nas meningoencefalites graves da forma aguda primaria

a doenga.

No LCR, tanto meningocencefalites da forma aguda primdria como aquelas pro-
prias a exacerbacdo da fase aguda costumam transparecer de modo semelhante.
Hipercitose discreta ou moderada (até cerca de 200 células/mms), com citomorfo-
logia de padrdo linfomononuclear predominante, associa-se a aumento discreto ou
moderado da concentracdo proteica e, eventualmente, a hipoglicorraguia discreta s.
O diagnoéstico de seguranga pode ser dado pela demonstragdo no LCR de anticorpos
a T. cruzis. O diagnostico de certeza é dado pela demonstragio do parasita no
LCRs. O caso de AIDS cujo LCR foi estudado nesta pesquisa ilustra esses achados;
nele foi estabelecido o diagnéstico de seguranca. Nas formas cronicas, o diagndstico
de certeza é particularmente ndo-esperado e aquele de seguranca, eventual 1¢. Nos
dois casos em que anticorpos a T. cruzi foram demonstrados no LCR, o diagnostico
de seguranca pode ser considerado eventual e, mesmo assim, ndo foi confirmado
pela RIF. Embora esta ndo tenha sido conduzida em LCR concentrado, o baixo
titulo da positividade da RFC em ambos deixa margem a diividas.

O fato de ndo terem sido evidenciados anticorpos a T. cruzi tanto pela RIF, em
LCR nio-concentrado e em LCR concentrado, como pela RFC, nos 197 casos res-
tantes permite algumas consideragées. Epilepsia (37 dos 38 casos) é grupo de
risco quanto a possibilidade de poder eventualmente estar relacionada a seqiiela do
acometimento do SNC na moléstia de Chagas e o risco nele encontrado (um caso
duvidoso) foi semelhante aquele verificado para AVC, com niimeros similes e tam-
bém com um caso duvidoso, em que risco nlo era esperado. Neste grupo, o compro-
metimento da barreira hémato-encefalica poderia explicar passagem de anticorpos do
soro na drea do encéfalo danificada pelo AVC. No caso ecm que anticorpos foram
encontrados, a concentracdo proteica normal nido sugeria cssa possibilidade e este
fato é corroborado por ndo terem sido encontrados anticorpos a T.cruzi provenientes
do sangue nos trés casos desse grupo (no qual todos os pacientes apresentavam
tais anticorpos no soro) e em que a concentragdo proteica estava aumentada. Com-
parativamente ao eventual risco encontrado nessas duas patologias ndo foram encon-
trados anticorpos a T. cruzi nos casos com outras patologias do SNC, em ntimero
de 124, apesar de sabidamente em dois haver no soro anticorpos a T. cruzi. Possi-
bilidades de reagdes cruzadas nio foram observadas em relacdo ac diagndstico de
seguranca de outras causas de acometimento do SNC como ¢ caracterizado em rela-
cdo aos 10 casos do grupo 3, com neurossifilis, ncurocisticercose, neuroesquistosso-
miase e toxoplasmose do SNC. Essas possibilidades sido restringidas também pelos
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50 casos do grupo 6, em nenhum dos quais a reacdo para toxoplasmose mostrou-se
reagente no LCR concentrado. Por outro lado, o fato de neste grupe serem nio-rea-
gentes as reagOes tanto para moléstia de Chagas como para toxoplasmose comprova
ser dificil introduzir a concentracio de amostra de LCR fatores que induzam reagdes
falsamente positivas. Investigacdo de anticorpos a neurdnios e de imunecomplexos
nio foram motivo desta pesquisa, apesar de estudos a respeito de sua importancia
na génese de lesdes provocadas no sistema nervoso pela moléstia de Chagas 14
Podem elas ser induzidas também por fendmenos imunologicos de natureza autoimune
ou de hipersensibilidade tardia. Estes ultimos, por exemplo, tém sido apontados pela
escola de Said 22 e podem, pelo menos em parte, explicar aspectos do comprometi-
mento do sistema nervoso periférico 4.

Assim, métodos mais precisos devem ser buscados para viabilizar tentativas de
diagnostico de seguranca do acometimento do SNC na doenca de Chagas, conside-
rando que esse acometimento é comum¢ e que, em outras amostras populacionais,
percentagens maiores de anticorpos a T. cruzi no LCR sdo registradas, particular-
mente quando é ele concentrado 11.
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