
Rev. Inst. Adolfo Lutz
39:(1):1-3,1979.

ANTíGENO METíLICO DE TRYPANOSOMA CRUZ! PARA FIXAÇÃO
DE COMPLEMENTO. EXTRAÇÃO A TEMPERATURA AMBIENTE

(Nota prévia) *

Ettore RUGAI **
Mirthes UEDA ***
Paulo Mutuko NAKAMURA ***
Manoel de BRITTO e SILVA ***

RIALA6/468

RUGAI, E.; UEDA, M.; NAKAMURA, P.M. & BRITTO e SILVA, M. - Antí-
geno metílico de Trypanosoma cruei para fixação de complemento. Extração a
tsmpera tura ambiente. (Nota prévia). Rev. Lnst, Adolf o Lutz, 39 (1) :1-3, 1979.

DESCRITORES: Trypano8oma cruei; antígenos; doença de Chagas; tripanos-
somíase americana, diagnóstico.

INTRODUÇÃO

Diversos antígenos, diferenciáveis pelo modo
de preparação, já foram utilizados para o
imunodiagnóstico da infecção chagásica, atra-
vés da reação de fixação de complemento.

GUERREIRO& MACHADO7, em 1913, prepara-
ram o primeiro antígeno, a partir de órgãos
de cães infectados com Trypanasoma cruzi.
Diversos autores, após esta data, obtiveram
preparações antigênicas, utilizando técnicas
que se diferiam em pequenos detalhes.

Mais tarde, começou-se a empregar culturas
in vitro de Trypanosoma cruzi para extração
de antívenos. ROMANA& DIAS 10, em 1942,
utilizaram processo de purificação em acetona,
com posterior extração com álcool etílico
absoluto. Em 1943, DAVIS5 utilizou suspensão
salina de tripanossomo, obtido em culturas in
vitra, promovendo extração antigênica através
de congelação e descongelação. MUNIZ &
FREITAS·, em 1944, modificaram a técnica em-
pregada por Davis, a fim de simplificar o
método de preparação, obtendo bons resultados.

FREITAS & ALMEIDA', em 1949, para exe-
cutar a reação de fixação de complemento

CH 50%, no diagnóstico da doença de Chagas,
prepararam um antígeno a partir de culturas
de tripanossomos empregando extração benze-
no-cloroformada.

CHAFFEE et alii 4, por outro lado, em 1956,
obtiveram um preparado em que utilizavam
processo de purificação em éter etílico anidro.
BATISTA & SANTOS3, em 1959, utilizaram
antígeno empregando metanol na extração da
fração antigênica. BARACCHINIet alii 2, em
1966, após a purificação dos tripanossomos em
acetona, efetuaram a extração do antígeno
com metanol, a temperatura de 120°C.

No presente relato, os autores descrevem a
técnica de preparação do antígeno metílico, no
qual todas as etapas são efetuadas a tempera-
tura ambiente.

MATERIAIS E MÉTODOS

Os tripanossomos foram cultivados em meio
de cultura, segundo RUGAI& RUGA!11 e RUGAI
& SOUZA12. As culturas foram incubadas a
26-280C, durante 10 a 15 dias. O meio líquido
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foi então filtrado em camada de gaze e em
camada de algodão e centrifugado a 2.000 rpm,
durante 20 a 30 minutos, e o sedimento foi
lavado por três vezes com solução salina estéril.

Ao sedimento obtido adicionou-se acetona
p.a., na proporção de 10 ml deste solvente
para cada ml de sedimento de tripanossomo
Após a centrifugação, adicionou-se o mesmo
volume de acetona, efetuando-se esta operação
por mais duas vezes. Para evaporação da
acetona a fim de obter o pó seco de tripanos-
somo, após a última decantação do líquido,
levou-se o frasco à centrífuga por mais 15 a
20 minutos, a 3.000 rpm, ou então colocou-se o
frasco num cristalizador a vácuo. O pó seco
foi então pesado e transferido para uma co-
luna de vidro de 20 em de comprimento por
1,5 em de diâmetro, em cuj a extremidade infe-
rior existem dois estrangulamentos e um colo
estreito; entre os dois estranguladores intro-
duziu-se um chumaço de algodão e, na extre-
midade inferior, um pedaço de tubo de borracha
e uma pinça de Bünsen ou de Castaloy para
regular o fluxo de líquido.

Adicionou-se, então, acetona p.a. sobre o
pó contido na coluna (na proporção de 0,1 g
de pó/30 ml de acetona) e deixou-se escoar o
solvente, de modo que o fluxo de escoamento
fosse de 1 gota/l0 seg, completando-se a
remoção da acetona por meio de bomba a
vácuo.
Ao pó seco de t.ripanossomo, adicionou-se

álcool metílico p.a. desidratado *, na proporção
de 0,1 de pó/30 ml de metanol.

O álcool metílico foi deixado em contato
com o pó de tripanossomo no mínimo por uma
hora; foi então efetuada a "percolação", dei-
xando escoar o eluato lentamente, de maneira
que o fluxo de escoamento fosse de 1 go-
ta/IO sego

O extrato límpido obtido consistiu em antí-
geno metílico de Trypanosoma cruzi, para a
reação de fixação de complemento.

Para determinar o título ou a dose ótima
deste antígeno, para as reações de fixação de
complemento de rotina, foi realizada a dosa-
gem em bloco (cruzada) contra um soro
reagente conhecido com título 1 :32. A técnica
foi a de Kolmer, modificada" na qual se
empregaram 2 unidades de complemento, 5
unidades de hemolisina anticarneiro e hemá-
cias de carneiro a 2%. A incubação da reação
foi feita em banho-maria a 37°C, durante 90
minutos. Após o acréscimo do sistema indica-
dor, seguiu-se nova incubação em banho-mar ia
a 37°C, durante 30 minutos, após o que foi
efetuada a leitura.

Nos diferentes lotes de antígenos prepara-
dos a partir dos dois meios de cultura acima
referidos, a dose ótima ou títulos obtidos
nestas titulações foi em média de 1 :80.

Este reagente, assim obtido, demonstrou ser
desprovido da atividade anticomplementar em
5 diferentes lotes preparados. Mostrou ser,
ainda, antígeno bastante específico, não apre-
sentando reações cruzadas, quando foi testado
com soros reagentes para sífilis, toxoplasmose
e mononucleose infecciosa. Evidenciou, ainda,
ser de boa reprodutibilidade, uma vez que, em
todos os lotes preparados, a dose ótima a ser
empregada foi sempre ao redor do mesmo
título.

Pelos testes efetuados em diferentes tempe-
raturas, este antígeno apresentou ótima esta-
bilidade. Quando mantido em estufa a 37°C,
e observado até 2 meses, não demonstrou
qualquer alteração no seu título. Mantido a
temperatura ambiente, o título do antígeno
não variou mesmo após um ano. Conservado
a 4°C, em geladeira, não demonstrou alteração
no seu título, mesmo após dois anos de
observação.

Experimentos mais detalhados sobre este
antígeno estão em andamento em nosso labo-
ratório.
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* A desidratação do álcool metílico foi feita previamente, acrescentando-se a este reagente sulfato de
sódio p.a., na proporção de 10%, para eliminar uma even tual umidade excessiva.
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