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Da reacio de Bordet e Gengou na moléstia de Carlos Chagas

como elemento diagnoéstico: nota preliminar.
Brasil Médico, (23): 225-226, 1913.



Cezar Guerreiro (1885-1949)

Patologista paraense e pesquisador do Instituto de Manguinhos,
contribuiu para o avanco na deteccao da doenca de Chagas,
especialmente em sua fase cronica, a partir do desenvolvimento
de um método de diagnoéstico indireto da doenca de Chagas,
conhecido por Guerreiro e Machado.

Astrogildo Machado (1885-1945)

Pesquisador paulista, trabalhou em parceria com Cezar Guerreiro no

desenvolvimento da reacdo Guerreiro e Machado. Dedicou-se ainda a

pesquisas no campo da quimica e da imunologia, gerando importantes
aperfeicoamentos na técnica de preparo de soros.
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Da reac¢dao de Bordet e Gengou na molestia de
Carlos Chagas como elemento dmguostnco

: PELos Dgs.
CeEzAR GUERREIRO © ASTROGILDO MACHADO
(Nota preliminar)

Para confirmagdo do diagnostico clinico da try=-
panozomiase brazileira, recorria-se até agora tdo so-a=

.| mente 4 inoculagdo de sangue do doente em animaes

‘receptiveis, cobayas de preferencia, e, aguardad‘a a
morte delles, & pesquiza da phase schizogonica no
pulmdo.

Mas, uma vez admittido o facto desta férma pa~

; | rasitaria, como se infere da nota publicada pelo Dr.

Carros CHAGAS, nio pertencer ao cyclo evolutivo do
Schzsotrypam:m Cruzi, tal elemento de diagnostico
nao poderia mais ser levado em conta.

Com o intuito de obter um elemento seguro con-
firmativo daquillo que a clinica fornece, fomos en-
carregados pelo Dr. Oswarpo Cruz de verificar, si
usando de antigenos proprios, era possivel, nos soros
de animaes infectados, uma fixacio de complemento,
para dahi deduzir da sua utilisacao, como elemento
de diagnostico.

Como antigeno, nesses ensaios pre11m1nares em-
pregamos corpos de trypanozomas, assim obtidos: Um
pequeno cdo, apresentando uma infecgio nao muito
forte pelo Trypanosoma Cruzi, foi sangrado no co-
racao e, por este modo, retirados 50 c. c. de sangue,
que foram misturados 4 igual quantidade de solugio
esteril de citrato-de sodio a 2 %, com o fim de evitar
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a coagulagdo. Esta mistura foi centrifugada durante
5 minutos em fraca velocidade e, entdo, com o maxi-
mo cuidado, retirado o liquido superjacente ao depo-
sito, até a camada esbranquicada que cobria os globu-
los. Este liquido foi novamente centrifugado em gran-
de velocidade, dando no fundo do tubo um deposito
esbranquicado, rico em corpos de trypanozcmas, o
que se verificou ao 1nicroscopio; lavado esse deposito
tres vezes com solugdo physiologica, foi entdo diluido
até o liquido ficar fracamente opalescente.

Assim preparado, este antigeno ndo tem acgao
anti-complementar até a dose de 0,6 c. c.

" Com os soros de 3 caes infectados, praticamos a
reacgio, conseguindo em todos elles um resultado po-
sitivo, impedimento quasi completo da hemolyse, ex-
primindo, talvez, este facto o ter sido empregado,
com o fim de preparar o antigeno, o sangue de um
animal que ndo apresentava uma infecgdo abundante.

Praticada a reacgdo em soros de doentes que ja
haviam apresentado trypanozomas na peripheria,, e,
por. tal, certamente, portadores da trypanozomiase
brazileira. tambem obtivemos resultados positivos.

Como o preparo deste antigeno exige grande
_cuidado, e nao sendo possivel, por meio delle, obter
grandes quantidades, lancamos mdo dos extractos de
‘bago de cdes novos, por ser elle o orgam onde existe
o parasito em maior quantidade.

Para esse fim, recolhiamos o bago, grandemente
augmentado de volume, de cies novos infectados, ve-
rificando préviamente a intensidade da infeccdo, €
trituravamos em um gral com 3 partes, em peso, de
agua destillada phenicada a 1 %, deixando essa mis-
tura na temperatura do ambiente, ao abrigo da luz,
agitando-a frequentes vezes. Este producto era filtra-
do n'uma gaze e depois addicionado a igual volume da
solugio de chlorureto de sodio a 17 %, para assim fi-
car o titulo da solug@o- definitiva com 0,85 de chlo-
.rureto de sodio e 0.5 de acido phenico. Apés dous
dias, era novamente filtrado em papel. Antes de ser
-empregado, verificavamos o seu poder anti-comple-
mentar.

Tambem foi empregado o extracto glycerinado,
assim preparado: A’ quantidade conhecida de polpa
esplenica, ajuntavamos 2 partes, em peso, de glyceri-
na de PRICE, trituravamos, deixando a mistura, por 2
a 3 dias em temperatura do ambiente, agitando-a cons-
tantemente; filtrada, depois, em gaze e o filtrado,
.tratado pelo alcool absoluto, o que produzia precipi-
tacio muito abundante, nova filtracao era feita, en-
‘tdo, em papel, e, sobre esse mesmo filtro, era o pre-
cipitado retido lavado mais uma vez com alcool abso-
luto. Depois de secco, era este precipitado emulsio-
nado na proporgio de 2 % com agua physiologica a
0,85 % e acido phenico 0,5 %.

Conserva-se ‘este producto na geleira 6 a 8 dias,
‘e o liqguido claro, que sobrenada, é entdo utilisado
como antigeno. Com este processo tinhamos em vis-
ta, pelas lavagens repetidas com alcool absoluto, reti-
rar os lipoides, que poderiam falsear a reacgdo.

Preparamos tambem extractos alcoolicos de fi-
-gado e bago de animaes muito infectados; elles, po-

rém, ao lado da fixagdo do complemento em presenga
de soros de animaes infectados e de doentes de try-
panozomiase, tambem fixavam os anti-corpos syphi-
liticos. Os extractos aquoso, glycerinado ou de corpos
de trypanozomas nao fixam esses mesmos anti-cor-
pos, préviamente demonstrados.

Para excluir a syphilis, ao lado da reac¢do allu-
dida, praticimos a reac¢do de WASSERMANN, que era,
em_absoluto, independente ‘dos resultados da pri-
meira.

As combinagGes de soro e antigeno foram feitas
nas mesmas proporgoes da reacgio de WASSERMANN,
isto €, a 0,2 e 0,1 de soro ou antigeno.

Praticamos 102 ensaios com soros de doentes
de diversas formas da molestia, obtendo 68 resulta-
dos positivos, ou 66,6 % .

Com o séro de casos cuja reac¢do fora negativa,
praticamol-a novamente, augmentando para 0,3 c. c.
de soro e antigeno, conseguindo um resultado posi-
tivo, de modo que, a percentagem acima representa,
talvez, o coefficiente minimo. "7 7 - ™

De todos os antigenos empregados, o extracto
aquoso de bago foi o que nos forneceu melhores re-
sultados.

De agora em diante, utilisaremos o séro e anti-
geno na dose maxima de 0,3 c.c. e praticaremos de
antemdo a absorpgdo dos amboseptores hemolyticos
normaes do séro humano.

Um de nés (MACHADO) occupar-se-a da verifi-
cacdo com o antigeno preparado com bago de animaes
inoculados com Trypanosoma Cruzi e o outro (GUER-
REIRO) procurard vér, preparando antigeno com ou-
tras especies de trypanozomas e leishmanias, si for
possivel, si a reacgdo constitue um phenomeno de
grupo, o que ndo diminuira em nada o valor diagnos-
tico della, attendendo ser a molestia de CarLOs CHA-
GAS a unica trypanozomdase hunrana observada na
America.do Sul.

Manguinhos, 4 de Junho de 1913.
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Contribuicio da Reacdo de Guerreiro e Machado
para o Diagnéstico da Doenca de Chagas

Yara de Miranda Gomes
Laboratorio de Imunoparasitologia, Departamento de Imunologia
Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz

Samuel Goldenberg

Instituto Carlos Chagas/Fiocruz

A reacio de Guerreiro-Machado, também conhecida como teste de Machado-Guerreiro
ou reacio de Machado-Guerreiro, foi desenvolvida em 1913, quatro anos apos a descoberta
da doenga de Chagas. Foi a primeira descricdo de pesquisa de anticorpos anti-Tivpanossoma
cruzi no soro de individuos chagdsicos a adotar uma abordagem imunolégica, a Reacdo de
Fixacdo do Complemento (RFC), procedimento desenvolvido por Bordet ¢ Gengou (1901) e
empregado no diagnostico da sifilis em 1906 (Wasserman, Neisser & Bruck, 1906). Podemos
considerar a descricio da RFC para diagnosticar a doenca de Chagas em sua fase cronica um
fato relevante, uma vez que naquela época a confirmacdo do diagnéstico clinico era obtida
por meio de teste parasitolégico, inoculando-se o sangue do doente em cobaias. O resultado
desse teste s6 era obtido apds a morte do animal, quando se realizava a pesquisa de formas
esquizogonicas no pulmao. No entanto, constatou-se que essas formas nio pertenciam ao
ciclo evolutivo do T cruzi, e sim ao do Prneumocysttis carini (Chagas, 1913), o que mostrou que
o método nio era seguro, razao pela qual foi abandonado.

No artigo de Guerreiro e Machado, de 1913, observa-se a preocupacgao com a obtencao
de um diagnostico seguro, bem como o cuidado com 08 procedimentos metodologicos. Nesse
trabalho se fazem notar a genialidade e o conhecimento cientifico de Oswaldo Cruz, que
os encarregou de verificar se, usando-se antigenos proprios (7. cruzi por eles obtidos), seria
possivel uma fixagdo do complemento no soro dos individuos infectados, para em seguida
se avaliar o seu emprego no diagnodstico. A lideranca cientifica de Oswaldo Cruz levou
Guerreiro e Machado a obter antigenos do sangue, baco e figado de caes infectados por meio
de diferentes procedimentos que resultaram em extrato parasitario aquoso, glicerinado ¢
alcodlico. Avaliando-se o desempenho desses antigenos na RFC, o extrato aquoso do baco
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foi o que revelou os melhores resultados. O problema de reagio cruzada também foi uma
preocupacao de Guerreiro e Machado, que para excluir a sifilis realizaram a reacio de
Wasserman. E importante ressaltar o pioneirismo de uma metodologia que era baseada
na observacao nao do patdgeno, mas da reacdo do hospedeiro a este, com o isolamento
de moléculas para utilizagio em uma reagao bioquimica. Considerando-se a época,
inicio do século XX, podemos considerar esse teste uma inovacao tecnoldgica e um salto
qualitativo importante no diagnéstico da “doenca de Carlos Chagas”, como denominada

por Guerreiro e Machado.

O trabalho em equipe e o planejamento para as etapas de avaliacio da RFC em individuos
chagasicos sdo exemplo de conducao de um trabalho cientifico: Machado se ocupou de
verificar o desempenho do antigeno preparado com o bago de animais infectados com 7. cruzi
e Guerreiro, de preparar antigenos com outras espécies de tripanossomas e leishmanias.

A reacao de Guerreiro-Machado foi submetida a virias modificacoes e padronizaces
ao longo do tempo (Almeida & Fife 1976; Almeida et al., 1980; Almeida, 1984; Almeida &
Cunha, 1981), conseqiiéncia do préprio avanco das técnicas de cromatografia e purificacio
de antigenos, e utilizada em vdrios inquéritos epidemioldgicos (Huggins et al., 1969; Baldy et
al., 1978). A longevidade dessa técnica, o Unico teste disponivel durante mais de cinqiienta
anos e utilizado em rotina para o diagndstico da doenca de Chagas (Luquetti, 2008), ¢ algo
a ser destacado. No entanto, como esse teste utiliza proteinas do sistema complemento que
sdo extremamente termoldbeis, esse reagente acabou se tornando inadequado para a reacéo,
e além disso sua baixa sensibilidade e reprodutibilidade nao satisfazem aos padroes exigidos
atualmente (MS/SVA, 2005).

A reacdo de Guerreiro-Machado foi um marco importante no diagnéstico da doenca
de Chagas, e sua aplicacao gerou resultados de importante impacto na satde publica no
século XX.
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