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Antigenos preparados de culturas de Trypanosoma cruzi foram experimentados com um sbro cha-
gdsico de referéncia, em reacBes quantitativas de fixacdo do complemento. Quatro deles foram liofili-
zados em pequenos volumes e mantidos em geladeira. Um outro foi mantido em estado Iiquido, com
azida sédica e a 3-6°C. ]

Os titulos do complexo-imune, em termos de séro ou de antigeno foram determinados como a in-
clinagdo da linha de regressdo tracada quando se projetam as quantidades de complexo (em termos de
sbéro ou de antigeno) necessdrias para 50% de hemdlise contra o nimero de unidades de complemento
usadas na reacdo.

Dividindo-se o titulo do antigeno pelo titulo do séro, obtem-se um indice de reatividade especifica
(1.R.E.}, que informa sobre a reprodutibilidade e estabilidade do antigeno. Examinando os antigenos,
de frascos colhidos ao acaso, verificou-se que os antigenos B.W. 89 e CDC 10-75 apresentaram um
I.R.E. com pequena diferenca entre as amostras, enquanto maior variagdo foi observada com os antige-
nos B.W. 105 e 760130. Antigenos reconstituidos e mantidos em geladeira, até oito meses, perdiam
lentamente sua capacidade reativa, com excegdo do antigeno B.W. 89 e CDC 10-75.

Os dados sugerem que o uso de antigenos de T. cruzi para reagcdes de fixagdo do complemento de-
vem ser empregados quando reconstituidos, evitando-se sua manutengdo em estado liquido, pela queda

do seu poder fixador.

INTRODUGAO

Antigenos preparados de culturas de Try-
panosoma cruzi para uso em reacgoes de fixa-
¢ao de complemento, segundo o método de
KELSER'?, embora especificos, eram insta-
veis ja no fim de 4 semanas. Com a introducao
do “merthiolate” por DAVIS® foi possivel se
ter antigenos estaveis até um ano, mesmo pro-
venientes de varios lotes de tripanosomas. MU-
NIZ e FREITAS'* confirmam a estabilidade
do antigeno de DAVIS durante trés meses. O
antigeno de DAVIS, preparado segundo MU-
NIZ e FREITAS, apresentava queda do poder
fixador, ja no fim de um més, mesmo guando
conservado com ‘‘merthiolate’’ em geladeira,
segundo FREITAS!®. Na observacdo de PEL-
LEGRINQ!S o antigeno de DAVIS poderia

ser usado até cinco meses depois de prepara-
do, se mantido em geladeira.
A reprodutibilidade de antigenos pode ser

- constatada, quando eram eles preparados de

tripanosomas secos, mantidos em vacuo e em
baixa temperatura, segundo LIEM!3. FREI-
TAS? 10 confirmou tais resuitados, obtendo

- antigenos de igual poténcia tanto de tripano-

somas colhidos recentemente como daqueles
conservados secos.

Antigenos preparados pela técnica de FREI-
TAS & ALMEIDA!! mantiveram inalterada
capacidade fixadora até dezenove meses,
quando conservados a 5°C ou a -30°C, segun-
do FREITAS!®,

A medida do poder de combinagdo entre
sdro chagasico e antigenos de T. cruzi pdde
ser feita determinando-se o indice de capaci-
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dade reativa especifica, como um quociente
entre titulo do antigeno e o titulo do sbéro
(ALMEIDA ET AL.6).

No estudo da atividade fixadora de antige-
nos de T. cruzi as discrepancias entre reagdes
feitas com os mesmos elementos ndo foram
maiores nem mais freqlientes do que as obser-
vadas no sistema sffilis, segundo ALMEIDA &
SIQUEIRA”. Dessa forma se pdde comparar a
reatividade especifica de antigenos de 7. cruzi
em reacOes com soros chagasicos. Empregando
o antigeno aquoso de FREITAS & ALMEI-
DA'!, SIQUEIRA!® observou queda do tftu-
lo do antigeno, ja em 4 semanas, mantendo-se
porém o indice de capacidade reativa especifi-
ca. Os tftulos de antigenos recentes foram
maiores que os dos antigenos preparados com
tripanosomas conservados secos.

Nesse trabalho, SIQUEIRA'!® empregou a
técnica de fixacdo de complemento quantitati-
va, baseada nas curvas isohemoliticas' deter-
minadas com o antigeno benzeno-cloroforma-
do. Antigenos preparados de um mesmo lote
de tripanosomas secos, em dias diferentes de
16 e de 93 dias, foram aprovados nos testes de
analise sequencial, para reatividade ndo especi-
fica, com sdros ndo chagasicos e para reativi-
dade especifica, com soros de pacientes com
doenca de Chagas.' .

No presente trabalho estudou-se a reprodu-
tibilidade e a estabilidade de antigenos de T.
cruzi preparados em Ribeirdo Preto, em Atlan-
ta e em Marburg, utilizando a técnica quanti-
tativa® /%) de fixagdo do complemento.

Observou-se que os titulos do sdro de refe-
réncia® variaram juntamente com os tftulos
dos antigenos, dentro de limites toleraveis pa-
ra esse tipo de bio-ensaio.

MATERIAL E METODOS

Antigenos de T. Cruzi

Os antigenos experimentados foram prepa-
rados de culturas de Trypanosoma cruzi por
extracdo aquosa dos Tripanosomas previa-
mente tratados pelo benzeno®”!. Os antige-
nos foram distribuidos em frascos de vidro
neutro, liofilizados e mantidos a 3° — &° C.
Foram reconstituidos com agua destilada e
mantidos em geladeira, nas provas de estabili-
dade. Os antigenos estudados foram os seguin-
tes: B. W. 89, B. W. 105,CDC 10-75, 760130 e
760825. Este Gitimo foi mantido em forma i-
quida, preservado com azida sédica a 1/5000 e
conservado em geladeira.

S6ro de Referéncia

O sdro de referéncia usado neste ensaio é a
mistura de soros provenientes de pacientes
chagésicos, do Brasil, El Salvador, Venezuela e
Argentina, liofilizada em volumes de 2,5 a 5,0
ml e mantidos a —30° C.

Complemento

Foi empregado complemento de cobaia,
liofilizado, e reconstituido com 4gua destilada,
sendo preservado por solucdo conservadora®.

Diluente

O diluente empregado foi a solugdo salina
boratada a que se juntaram célcio e magne-
.5
sio”.

Sistema Hemolitico

Foi empregado o sistema hemolitico, com
hemacias de carneiro e hemolisina preparada
em coelhos. A concentragdo celular foi de 5%
aferida fotometricamente, enquanto a hemoli-
sina era empregada em dose de maxima sensi-
bilizagdo®.

LEITURA E INTERPRETAGAO DOS
RESULTADOS

A leitura dos graus de hemdlise foi feita co-
lorimetricamente nos sobrenadantes, sendo o
volume ajustado por jungdo de solucdo salina.

O sdro chagdsico e o antigeno foram dilui-
dos em série geométrica, de razdo 0,75. Quan-
de os logaritmos das quantidades de s6ro ou
de antigeno eram projetados em ordenadas,
contra os logitos .de hemdlise, linhas de re-
gressdo puderam ser tragadas, e assim deter-
minadas as quantidades de sdro ou de antige-
no necessarios para 50% de hemdlise. Quando
essas quantidades eram projetadas em abcissas
contra as doses de complemento inicialmente
presentes, determinavam-se pontos sobre uma
reta, cuja inclinagdo era o t/tu/o do sdro ou do
antigeno.?’s

Como as curvas de isofixacdo do sistema
moléstia de Chagas, com antigenos aquosos de
T. cruzi pertencem ao tipo 1°”1%, as dosagens
de soro foram feitas em excesso de antigeno,
e as de antigeno, em excesso de sdro.

As quantidades de complexo imune, em
termos de sOro ou de antigeno necessarias pa-
ra 50% de hemélise foram calculadas pelo mé-
todo dos minimos quadrados®.
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O tempo de fixagdo do complemento foi
de 15 a 18 horas em geladeira a 3° —6° C, en-
quanto a hemolise se processava a 37°C por 30
minutos.

Um exemplo da metodologia usada é apre-
sentado nas figuras 1 e 2.
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FIGURA 1. Os logaritmos das quantidades
de sbro chagasico projetados contra os logitos
de hemdlise, determinam pontos sobre uma
reta, calculando-se entdo a quantidade de soro
necessaria para 50% de hemdlise, para vérias
diluicdes de complemento.

DOSAGEM DO SORO DE REFERENCIA
COM ANTIGENO AQUOSO DE T. CRUZI

UNIDADES DE COMPLEMENTO

5 10 15
1X107% ML DE SORO CHAGASICO
FIGURA 2. As quantidades de sdro neces-
sarias para 50% de hemolise, projetadas contra
complemento (em unidades 50%) determinam
pontos sobre uma reta, cuja inclinagdo é o ti-
tulo do soro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os antigenos CDC 10-75, B. W. 89, BW105
e 760130, liofilizados, foram reconstituidos e
empregados em dose de maxima reatividade
1720 nas dosagens do sbro de referéncia cha-
gdsico.

Quando se processava a titulagem do anti-
geno, o sOro chagasico era usado na diluigdo
de’1:2,5, para permitir que a reacdo fosse feita
em excesso de anticorpos. Determinando-se os
titulos do complexo imune, em termos de so-
ro ou de antigeno, calcula-se o /ndice de rea-
tividade especifica, como o quociente entre
titulo do antigeno e titulo do sbro.

Os indices de reatividade determinados
em frascos de um mesmo antigeno informam
da estabilidade do antigeno liofilizado e man-
tido em geladeira TABELA |

TABELAI

CAPACIDADE REATIVA ESPECIFICA
DETERMINADA EM FRASCOS DE UM
MESMO LOTE DE ANTIGENO

LIOFILIZADO

'ANTIGENO FRASCO MEDIA
1 2 3

BW.105 10,8 7.0 87 88

BW.98" 122 111 164 132

CDC 10-75 6.6 8.6 79 77

760130 109 7.9 78 89

" Preparado ha mais de dois anos.

Verificamos haver variacOes de reatividade
em frascos diferentes, sendo que menor varia-
cdo ocorreu com o antigeno W. B. 89 e com o
antigeno CDC 10-75.

O antigeno reconstituido e mantido em ge-
ladeira mostra uma lenta queda dos seus ndi-
ces, como mostra a TABELA 2. A observa-
cdo foi feita depois de 4 e 8 meses. Os antige-
nos CDC 10-75 e B. W. 89 se mostram mais es-
téveis que os antigenos B. W. 105 e 760130.

As discrepancias relativas entre os titulos
do sbro chagasico de referéncia (lote n® 13)
determinados com os varios antigenos, mos-
tram que os antigenos B. W. 8% e B. W. 105
sdo de igual reatividade, assim como os antf{-
genos B. W. 105 e CDC 10-75, como mostra a
TABELA! 3.
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CAPACIDADE REATIVA ESPECIFICA DE ANTIGENOS
RECONSTITUIDOS E MANTIDOS EM GELADEIRA ATE OITO
MESES.

TEMPO DE OBSERVACAO EM MESES

ANTIGENO
0 4 8
B.W.105 138 49 9,1
B.W. 89 16,8 10,2 12,7
CDC10.75 66 5,1 49
760130 10,9 9,7 7.5
TABELA 3

DISCREPANCIAS RELATIVAS ENTRE TITULOS DO
SORO DE REFERENCIA PARA MOLESTIA DE
CHAGAS, DETERMINADOS COM VARIOS ANTIGENOS

Antigenos TitulagGes realizadas em
comparados Margo 76 Outubro 76  Fevereiro 77
CDC/BW 89 19,3 25,3 9,8
CDC/BW 3.0 8,6 3,2
CDC/760130 69,9 70,7 33,7

BW 89/BW 105 16,3 16,7 6,6

BW 89/760130 86,0 47,5 24,1

BW 105/760130 15,8 63,0 30,6

Na comparagdo de antigenos admite-se
uma discrepancia relativa até de 16%, como
devida a variabilidade dos métodos de medida
da reatividade especifica.

Quando sdo computados os titulos como a
inclinacdo da linha de regressdo no sistema de
coordenadas, tendo por ordenadas as quan-
tidades de complemento inicialmente presen-
tes e em abcissas as quantidades de complexo
imune, em termos de sdro ou de antigeno, é
possivel o caiculo do indice de reatividade es-
pecifica como 0 quociente entre o titulo do
antigeno pelo titulo do sbro. Nesse caso, tem
se que se ater 3 definigdo do indice, cujo cél-
culo jA ndo envolve diretamente o comple-
mento, a saber:

C. R. Especifica =_1:A_

Ts

DA AS

Entdo, substituindo:

C. R. Especffica =25
AA

Os dados apresentados na TABELA 4 su-
gerem as seguintes conclusGes:

12 O antigeno B. W. 89 manteve sua reati-
vidade especffica por 16 meses, comparando-
se ao antigeno CDC 10-75.

2° Foi observada uma queda lenta nos va-
lores de |. R. E., mais pronunciada no antige-
no 760835.

3° A liofilizacdo dos antigenos ndo impe-
diu que sua reatividade especifica, em relacdo
ao sdro chagdsico de referéncia, diminuisse,
sendo ela comparavel & observada com o an-
tigeno aquoso, mantido com azida sddica, em
temperatura de 3-6°C.

TABELA 4

TITULOS DOS ANTIGENOS E DO SORO DE
REFERENCIA PARA MOLESTIA DE CHAGAS E SEUS
INDICES DE REATIVIDADE ESPECIFICA.

ANTIGENO DATA DMR. T T I.R.E.

A S

B.w.89 3/76  1:40 151156 1123 135
3/76 1:20 15625 926 16,8

10/76  1:20 10964 901 12,2

2/77  1:20 7134 643 11,1

777 1:20 11488 698 16,4

B.w.105 3/76  1:20 11904 862 13,8
10/76 1:20 8266 761 10,8

2/77 1:20 4201 602 6,9

7/77 1:20 5096 588 8,7

760130 3/76 1:160 14482 448 32,3
10/76  1:40 12500 1087 11,5

2/77  1:40 12750 819 15,6

7777 1:20 15605 1990 7,8

CDC 10-75 3/76 1:40 9940 925 10,7
10/76 1:20 4606 699 6,6

2/77  1:20 2222 282 7,9

12/77  1:20 3796 426 8,9

760825 8/76 1:20 15630 625 25,0
10/76  1:20 11280 422 26,7

2/77  1:20 15625 826 18,9

777 1:20 8200 540 15,2

12/77  1:20 7130 640 1,1

D.M.R. Dose de maxima reatividade. TA= titulo do antige-

no.
TS= tftulo do sdro. I.R.E. Indice de reatividade especifica.

{"") Antfgeno aquoso conservado com azida sédica e a 3-6°C.

SUMMARY

Antigens prepared from cultures of Trypa-
nosoma cruzi were tested by the quantitative
complemento fixation test, with a Chagasic
reference serum. The titer was computed as
the slope of the linear relatioship between an-
tigen for serum) required for 50% hemolysis
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and the amount of complement present. When
the antigen titer was divided by the serum ti-
ter, an index of specific reactivity was ob-
tained. From the values of this index the re-
produtibility of antigens was evaluated and al-
so the decay of the capacity of the reativity
against the reference serum. It was observed
some variations from different vials and some
decay of the specific reactivity after 8 months,
when kept at 3-6°C.

From five antigens prepared by similar
technics, two presented comparable reactivity
(CDC-10-75 and B.W. 89). The relative discre-
pancies of specific reactivity were within ac-
ceptable limits with the antigens B.W. 89 and
B.W. 105, in titrations performed at different
time. The highest discrepancy was observed
when the antigen 760130 was compared with
CDC-10 75, B.W. 89 and B.W. 105.

The index of reactivity capacity permitted
the evaluation of antigens prepared from T.
cruzi, informing on their reproductibility and
stability.
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