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INTRODUGAD

Diversos antigenos, diferenciaveis pelo modo
de preparagfio, j& foram utilizados para o
imunodiagnéstico da infec¢do chagisica, atra-
vés da reacho de fixacdo de complemento.

GUERREIRO & MACHADO ', em 1813, prepara~
ram o primeirc antigeno, a partir de drgaos
de cies infectados com Trypanosoma oruzi.
Diversos autores, apés esta dats, obtiveram
preparages antigénicas, utilizando {écnicas
que se diferiam em peguencs detalhes.

Mais tarde, comegou-se a empregar culturas
in witro de Trypancsoma cruzi para extracio
de antivencs. RoMaNa & Dias, em 1042,
utilizaram processo de purificagdo em acetona,
com posterior exiracio com Alcool etilico
absoluto. Em 1943, Davis® utilizou suspenséo
salina de tripanossomo, obtido em culturas in
vitre, promovendo extragdo antigénica através
de congelacio e descongelacio. Muwiz &
FREITAS®, em 1944, modificaram a téenica em-
pregada por Davis, a fim de simplificar o
método de preparagio, obtendo bons resultados.

FrEITAS & ALMEIDA®, em 1049, para exe-
cutar a reacfio de fixagdo de complemento

CH gy  no diagndstico da doenga de Chagas,
prepararam um antigenoc a partir de culturas
de tripanossomos empregando extracfo benze-
no-cloroformada.

CHAFFEE et alit %, por oufro lado, em 1968,
obtiveram um preparado em que utilizavam
processo de purificagdo em éter etilico anidro.
Bamista & 8SaxTos?®, em 1059, utilizaram
antigeno empregando metanol na extracic da
fracio antigénica, BaraccHINI ef alif? em
1968, apds a purifica¢ie dos tripancssomos em
acetona, efetuaram a extracio do antigeno
com metanol, a temperatura de 120°C.

No presente relato, os autores descrevern a
técnica de preparaghe do antigeno metilice, no
qual todas as etapas sfo efetuadas a fempera-
tura ambiente,

MATERIAIS E METODOS

Os tripanossomos foram cultivados em meio
de eultura, segunde Rucal & Rucar™ e Hucat
& SBouza %, As culturas feram incubadas a
26-289C, durante 10 & 15 dias. O meie lguido

# Trabalho em andaments na Secdo de Sorologia do Instituto Adeife Luiz, Sdo Paulo, 8P,

=% Biologista aposentado do Institute Adeife Lutz.

#%%  Dg Institute Adolfo Lutz,



RUGAL, E.; UEDA, M,

NAKAMURA, PM, & BRITTO ¢ SILVA, M. — Antigeno metilico de
Trypanoseme cruzi para fixagho de complemento.
via). Rew. Inst. Adolfo FLutz, 39(1): 1-3, 1979,

Extragio a temperaturs ambiente, (Neta pré-

foi entfo filtrade em camada de gaze e em
camada de algoddo e centrifugado a 2.000 rpm,
durante 20 a 30 minutos, e o sedimento foi
lavado por trés vezes com soluefio salina estéril.

Ao sedimente obtido adicicnou-gse acetona
p.a, na proporcio de 10mi deste solvente
para cada ml de sedimentc de tripanossomo
Apés a centrifugacio, adicionou-se o mesmo
volume de acetona, efetuando-se esta operagio
por mais duas vemes., Para evaporacgio da
acetona & fim de obter o pd seco de tripanos-
somo, apds a Ultima decantaclo do liguido,
levou-se ¢ frasco & centrifuga por mais 15 a
20 minutos, a 3.000 rpm, ou entdo colocou-se o
frasco num cristalizador a vicwo., O pd seco
foi entio pesado e transferide para uma co-
luna de vidro de 20 em de comprimento por
1,5 ¢m de difmetro, em cuja extremidade infe-
rior existem dols estrangulamentos e um colo
estreito; entre os dois estranguladores infro-
duziu-se um chumago de algodio e, na extre-
midade inferior, um pedago de tubo de borracha
e uma pinga de Biinsen ou de Castaloy para
regular o fluxo de liguide.

Adicionou-se, entdo, acetona p.a. sobre o
po contide na coluna (na propor¢édo de 0,1g
de p6/30 ml de acetona) e deixou-se escoar o
solvente, de modo que o fluxo de escoamento
fosse de 1 gota/i0seg, completando-se a
remogdo da acetona por meio de bomba a
vé&cuo,

Ao pd seco de tripanossomo, adicionou-ze
aleool metilico p.a. desidratado *, na proporgéo
de 0,1 de p6/30 ml de metancl,

0O &lcool metilico foi deixado em contato
com ¢ pé de tripanossomo no minimo por uma
hora; fol entdoc efetuada a “percolagdo”, dei-
xando escoar o elusto lentamente, de maneira
que ¢ fluxe de escoamento fosse de 1 go-
ta /10 seg.

O extrate limpido obtido consistiu em anti-
geno metilico de Trypanosoma eruzi, para a
reagiio de fixacdo de complemento.

Para determinar o titule ou a dose étima
deste antigeno, para zs reacgdes de fixacdo de
complemento de rotina, foi realizada a dosa-
gemr em bloco {eruzada) contra um soro
reagente conheeido eom fitulo 1:32. A téeniea
fol a de Kolmer, modificada® na qual se
empregaram 2 unidades de complemente, 5
unidades de hemolisina anticarneiro e hema-
cias de carneiro a 2%. A incubagdo da reacio
foi feita em banho-maria a 37°C, durante S0
minufos. Apds o acréscimo do sistema indica-
dor, seguiu-se nova incubacfic em banhe-maria
a 37°C, durante 30 minutos, apés o que foi
efetuada o leitura.

Nos diferentes lotes de antigenos prepara-
dos a partir dos dois meles de cultura acima
referidos, a dose &ibma ou titulos obtidos
nestas titulacdes foi em média de 1:80.

Este reagente, assim obtido, demonstrou ser
desprovido da atividade anticomplementar em
5 diferentes lotes preparados. Mostrou ser,
ainda, antigeno bastanfe especifico, ndo apre-
zentando reacdes cruzadas, gquando foi testado
com soros reagentes para sifilis, foxoplasmose
e mononuclecse infeceicsa, Evidenciou, ainda,
ser de boa reprodutibilidade, uma vez que, em
todos os lotes preparados, a dose étima a ser
empregada foi sempre ao redor do mesmo
titulo.

Pelos testes efetuados em diferentes tempe-
raturas, este antigeno apresentou 6tima esta-
bilidade. Quande mantide em estufa a 37°C,
e observado até 2 wmeses, nio demonstirou
qualquer alteracfio no seu titule., Mantido a
temperatura ambiente, o titulo do antigeno
ndo varion mesmo apés wm ano. Censervade
a 4°C, em geladeira, ngo demonstrou alteracio
no seu titulo, mesmo apdés dois anos de
observagio.

Experimentos mais detalhados scbre este
antigeno estdo em andamento em nosso labo-
ratorio.
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