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ESTUDOS SOBRE A REACAO DE GUERREIRO-MACHADO.
EFEITOS DA INATIVACAO DO SORO CHAGASICO NA
FIXACAO DO COMPLEMENTO COM ANTIGENO DE
TRYPANOSOMA CRUZI.

JOSE OLIVEIRA DE ALMEIDA
THEREZINHA APARECIDA CUNHA

O aquecimento de soros chagdsicos a 569C por 30 minutos, ndo so inativa o
complemento, como altera a mobilidade idnica das protetnas séricas. Com a inativa¢do, os
titulos dos soros por fixagdo de complemento decrescem, sendo a queda do poder fixador
relacionada com a diminuicdo da avidez do complexo-imune, formado com o antigeno de
Trypanosoma cruzi, para o complemento. Nao se observaram diferencas na reatividade
espectfica dos soros chagdsicos, antes e depois de inativados, quando os titulos foram de-
terminados por técnicas que ngo envolvem o complemento, tais como a imunofluorescen-
cia e a hemaglutinacao.

As reagOes de fixagdo de complemento, como a de Guerreiro & Machado (1913)
empregam, €m sua maioria, o soro aquecido a 560C por 30 minutos, para inativar o com-
plemento. Os soros inativados sfo postos a reagir com a dose de mdxima reatividade do
antigeno e com quantidade conhecida de complemento.

No entanto, as rea¢Oes de fixagdo de complemento com soro ativo seriam mais
sensiveis, na experiéncia de Gradwohl (1917) e Kolmer et al (1920). Esses autores admii-
tiam haver uma labilidade ao calor dos anticorpos sifiliticos e entio os resultados com o
soro aquecido revelariam somente os anticorpos termo-resistentes.

A alteracdo da reatividade especifica dos soros nfo era uma particularidade de
soros sifiliticos, tendo sido observada em soros chagdsicos, de tuberculose ¢ de lepra
(Almeida et al, 1953; Almeida, 1963).

Técnicas de fixacdo de complemento com soro ativo, foram propostas para o
diagn6stico da moléstia de Chagas por Nussenzweig (1953) e por Nussenzweig & Almeida
(1954) e mais recentemente por Faria (1980Q) para exclusdo de doadores de sangue chaga-
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Neste trabalho confirmamos a queda da reatividade especifica em fixagdo do
complemento, pela inativacdo, empregando dois métodos, um estdtico e outro cinético.
Os titulos dos soros foram relacionados com a avidez do complexo imune para o comple-
mento. Ndo se observaram diferencas significativas nos titulos dos soros chagdsicos, antes
e depois da inativagdo, determinados por técnicas que ndo envolvem complemento, tais
como a imunofluorescéncia e hemaglutinagdo, contrariando assim a hipotese da labilidade
térmica dos anticorpos chagisicos.

MATERIAL E METODOS

Soros Chagdsicos

Soros de pacientes chagasicos, de forma cronica da infecg@o foram recebidos, em
nitrogénio liquido, do Brasil Central, Venezuela, Argentina e El Salvador, para o preparo
de um soro de referéncia para moléstia de Chagas (Almeida et al, 1972). Aliquotas de 62
soros foram mantidos a — 709C e usadas nesta investigacdo.

Antigeno de Trypanosoma€ruzi

O antigeno aquoso foi preparado de cultivos em meio difdsico, da cepa BT de

T. cruzi, segundo técnica descrita por Almeida & Fife (1976). A dose de antigeno empre-
gada foi a de méxima reatividade para rea¢des com 10 unidades de complemento.

Reacdo de Fixacdo de Complemento

A reacio de fixa¢do de complemento foi praticada segundo duas técnicas, uma
estdtica e outra cin€tica.

Pela técnica estdtica, determinam-se os titulos do soro como a inclinagdo da
linha de regressdo, tendo por abcissas as quantidades de soro necessdrias para 50% de
hemélise e por ordenadas as unidades de complemento empregadas (Almeida & Fite,

1976).

No método cinético mede-se a avidez do complexo imune para o complemento,
como a inclinacdo da linha de regressdo tendo por abcissas os tempos de incubagio ¢ por
ordenadas os logaritmos neperianos dos tempos necessdrios para 50% de hemélise.

_ Por essa técnica, a mistura de soro chagdsico, antigeno de Trypanosoma cruzi €
complemento ¢ incubada a 37°C. De 20 em 20 minutos 1,6 ml da mistura ¢ transferida
para uma cubeta de 3 ml, adicionando-se 0,4 ml de hemdcias sensibilizadas (Almeida & Fi-
fe. 1976). Mede-se entZo o tempo necessdrio para 50% de hemolise, correspondente a 35%
de transmitincia, em comprimento de onda de 580 mu no espectrofotometro ZEISS
PQ-II, tendo sido aferido a 18% para o tubo sem hemolise.

Eletroforese

A eletroforese dos soros chagdsicos foi feita em papel Whatman n. 1, com tam-
pdo de veronal sédico, de pH 84, aplicando-se uma corrente de 14 miliamperes por 16
horas. A leitura das fitas foi feita em integrador ELPHOR, calculando-se os teores das va-
rias fragdes séricas, a partir do teor de proteinas totais.
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Imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia foi feito em soros, em diluigGes, determinando-se
0s seus titulos como o inverso da mais alta dilui¢do que apresenta uma nitida fluorescén-

cia (Camargo, 1966).

Hemaglutinagdo

As mesmas dilui¢Ses de soro preparadas para o teste de imunofluorescéncia {o-
ram empregadas no teste de hemaglutinagdo, com hemdcias sensibilizadas e preservadas

(Camargo et al, 1973).

Os titulos por hemaglutina¢do foram definidos como o inverso da maior dilui¢go
de soro mostrando uma nitida aglutinagfo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracGes produzidas pelo aquecimento do soro normal a 56°C por 30 minu-
tos tinham sido mostradas por Lecomte du Nouy (1936), na sua viscosidade, estabilidade
e sedimentagdo das globulinas, tensdo interfacial, modificagdo do pH etc., além da inativa-
¢do do complemento.

Para completar tais observacses, 50 soros chagdsicos foram submetidos a eletro-
forese, antes e depois de inativados. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.

Foi feita a comparacio das diferentes fragdes proteicas dos soros chagasicos,
numa amostragem pareada. Nessas condi¢Bes € importante a co-varianga entre 0s valores
observados antes e depois do aquecimento. Estudou-se a regressdo dos valores de “antes”
sobre os de “depois”. principalmente para o caso em que os coeficientes de regressao sao
a« =0 e B =1, indicando a igualdade dos pardmetros das popula¢Ges amostradas. Os ni-
veis criticos para o teste F s3o de 4 04 para 5% e 7,19 para 1%. Projetando-se, em abscis-
sas, os valores das fra¢es do soro ativo e em ordenadas os teores das fragSes do soro inati-
vado, linhas de regressdo puderam ser tragadas e determinados os seus parametros pelo

método dos quadrados minimos.

Os valores de F para 48 graus de liberdade, apresentados na Tabela I, indicam
marcada alteracdo na mobilidade das fragdes séricas pelo aquecimento a 569C.

TABELA I
Comparagio entre as fragdes proteicas determinadas antes ¢ depois do aquecimento
a 56°C por 30 minutos

i . . Fy  para beta FY" para alfa

iﬁfff Linha de regressao {, 58 G.1 I é 4% G. L.f
Albumina yi = 1,61 + 0,60x; 18,52 18,66
Alfa-1 §: = 0,12 + 0,46x; 32,19 17,70
Alfa-2 §; = 0,54 + 0,35%; 27.75 4738
Beta ¥: = 0,28 + 0,74x; 4,25 8.17
Gama yi = 0,60 +0,61xj 15,52 14 .30

yv; valores calculados apds a inativagao
xi valores achados antes da inativagao.
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Na investiga¢io do efeito da inativa¢do sobre a reatividade com antigeno de
Trypanosoma cruzi foram examinados 12 soros chagdsicos, por fixagdo de complemento,
imunofluorescéncia e hemaglutinac¢io.

A determinacfo de seus indices de avidez, em soro ativo e soro inativado, assim
como os seus titulos por fixa¢do de complemento, mostrou que a inativa¢do reduz a reati-
vidade do complexo imune para o complemento, como € exemplificado nas Tabelas 11 e

11I, Figs. 1 ¢ 2.

TABFLA 11
Efeito da inativagdo sobre a avidez do complexo imune chagésico para o complemento.

Minutos de incubacdo a 370C
20 40 60 80 100 120
- - X ) _ . —
‘gg;%;‘ | Minutos necessarios para hemolise de 50% df;ii‘gz.z
Ativo 5.3 8.5 15,1 273 275x 104
Inativo 278 3.0 3.1 3.7 333 3,52 21x 104
TABELA III

Efeito da inativag@o sobre os titulos por fixagdo do complemento

Soro ml de soro para 50% de hemolise com
chagdsico — - Triulo
79605 5 7,5 | 10. UC
Ativo 0,00250 0,00379 0,00498 1015
Inativo 0,00663 0,00982 0.01335 743

A Tabela II mostra o efeito do aquecimento sobre os indices de avidez do soro
chagdsico 79605, com uma redugdo de 13 vezes, enquanto a Tabela III mostra os titulos

do mesmo soro por fixagdo do compiemento.

Na Tabela IV sdo apresentados ndo s6 os indices de avidez e os titulos dos 12
soros chagdsicos, antes ¢ depois de aquecidos, como também a queda percentual dos indi-
ces (Y%) e as dos titulos (X%).

Existe uma perfeita correlagdo (indice de correlagio de 0.9977) entre os valores
de Y% ¢ X% que se relacionam como:

Y =41534 +0,8165 X

O ensaio feito, na realidade, mede a fixagfo do complemento, cineticamente,
medindo seus indices de avidez ou estaticamente determinando a relagdo entre imune-
complexo, em termos de soro, e as quantidades (em unidades) de complemento emprega-

das.

As alteracOes do soro pelo aquecimento, além de inativar o complemento pode-
riam destruir parte de anticorpos, como admitiram Gradwohl (1917) e Kolmer et al
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Fig. 1 — O indice de avidez é definido como a inclinacdo da linha de regressao na qual os tempos dF in-
cubacio estdo nas abcissas e os logaritmos neperianos dos tempos necessarios para 50% de hemolise,

em ordenadas.
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REACAO DE GUERREIRO- MACHADO
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Fig. 2 — O titulo do soro ¢ definido como a inclinagdo da linha de regressdo em que as quantidades de
imuno-complexo, em termos de soro, ¢stdo nas abcissas ¢ as unidadces de complemento, em ordenadas
1§, = titulo com soro ativo Tg = titulo com soro inativado.

(1920) para soros sifiliticos. Se tal destrui¢cdo ocorresse os trtulos dos soros chagasicos
antes e depois de aquecidos, seriam diferentes quando determinados por técnicas que nio
envolvem complemento, tais como a imunofluorescéncia € hemaglutinagio.

A hipbtese da labilidade ao calor de anticorpos chagésicos ndo foi confirmada
pelos resultados obtidos por técnica de imunofluorescéncia e hemaglutinagdo, e apresen-

tados na Tabela V.



ESTUDOS SOBRE A REACAOQO DE GUERREIRO-MACHADO 275

TABELA IV
Efeito da inativagcdo do sore sobre o indice de -avidez e sobre os titulos por fixagdo
de complemento

Indices de avidez Titulos por Fix. C'

Soro |

chagasico ativo inativado Y% ativo J inativado X%
77893 00,0314 0,9194 61,9 2100 525 25,0
76846 0,004 2 0,6027 65,2 1800 522 29,0
78312 0,0036 0,0024 66,8 750 232 31,0
79401 0,0168 0,0130 77,5 930 409 44 .0
79536 0,0216 0,0178 824 2340 1170 50,0
71892 0,0034 0,0030 88,9 1930 1190 58,0
72642 0,0232 0,0219 947 460 299 65,0
79605 0,0275 0,0021 92,4 2011 742 63,1
79700 0,0038 0,0006 83.9 1230 590 52,0
79791 0,0084 0,0024 71,5 801 530 33,8
79320 0,0036 0,0013 64,0 1620 1166 28,0
78798 0,0162 0,0067 59,1 2500 1923 23,1

Y =41,534 + 0,8165 X
r=0,9977

TABELA V

Titulos por imunofluorescéncia e hemaglutinagio de soros chagésicos antes e depois

de inativados

Soro Imunofluorescéncia Hemaglu tinagdo N

chagasico Ativo Inativado Ativo Inativad.
77893 640 640 1280 1280
76846 640 640 2560 2560
78312 320 160 320 320
79401 320 320 640 640
79563 1280 1280 5120 5120
77892 640 640 2560 2560
72642 160 160 80 160
79605 640 320 160 160
79700 320 640 1280 1280
79791 160 160 160 320
79320 320 320 640 640
78798 640 640 2560 2560

Os titulos sdo detinidos como o inverso de maior dilui¢do que apresenta uma nitida reagdo.
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CONCLUSOES

1.0 aquecimento a 56°C por 30 minutos de soros chagdsicos altera a mobilida-
de idnica das proteinas séricas, além de inativar o complemento.

2. A inativacdo do soro diminui a avidez do complexo antigeno-anticorpo chagd-
sico para o complemento, decrescendo também o titulo por fixagfo do complemento.

3. Existe uma estreita correlacio entre a queda da avidez e a queda do titulo, por
efeito da inativagdo.

4. A diminuicdo da reatividade do complexo imune para complemento nio se
deve i labilidade térmica dos anticorpos chagdsicos, que se mantém nos mesmos niveis,
quando medidos por técnicas que ndo envolvem complemento.

SUMMARY

The heating for 30 minutes at 56°C not only modifies the electrophoretic
profiles of the Chagasic sera, but also their specific reactivity in complement-fixation with
panosoma cruzi antigens ‘'The complement fixation titers are lower In inactivated sera
and the avidity for complément of the immune-complex is reduced. [t was found a
correlation between the diminution of the CF titers and the reduction of the avidity for
complement. The effects of inactivation on the specific reactivity of Chagasic sera was
not observed with immunofluorescent antibody test or with hemagglutination. This
finding does not support the hypothesis of thermolability of chagasic antibodies.
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