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(Diretor: Prof. Dr G. H.. de Paula Souza)

Reacao de fixagao do complemento na tripanosomose
americana experimental da cobaia, feita com anti-
geno de cultura de Trypanosoma cruzi Chagas, 1909
(Tipo Kelser) (*)

P, A. CARDOSO,

Livre-docente de Higiene da Faculdade de Medicina
Assistente do Instituto de Higiene

INTRODUCAO

Ultimamente tem sido despertado o interésse médico para
a mmportancia epidemioldgica da moléstia de CHAGAS, com as
recentes investigagdes realizadas em varios paises sul-america-
nos, que resultaram no descobrimento de nimero verdadeira-
mente consideravel de casos.

Inire nds, se bem que a existéncia de extensas zonas com
triatomas infectados indique vasta disseminacio da tripano-
SOMIOSe anlericana enl nosso meio rural, o ntmero de casos
revelados tem sido pequeno, mais por falta de pesquisas em
larga escala, bem orientadas, que por outra causa qualquer.

A inexisténcia de um meio facil e seguro de diagnéstico
desta moléstia tem sido, no entanto, o principal fator da falta
de conhecimento exato sébre a sua extensio. O diagndstico,
wanto clinico como de laboratorio, ainda & dificil.

Para o primeiro, o complexo oftalmo-ganglionar ¢ um
grande auxiliar na pesquisa de casos agudos. Porém, os casos
cronicos passam, na maloria, despercebidos. E, no estado atual

(%)  Os resultados da parte experimental déste trabalho foram apresen-
tados a Seccao de Higiene, Moléstias Tropicais e Infecciosas da Associacdo
Paulista de Medicina, na sessao de 4 de maio de 1940.
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dos nossos conhecimentos sobre esta moléstia, o diagnéstico
clipico &, geralmente, apenas um diagnostico de suspeita, que
requer confirmagdo por parte do laboratorio.

Os recursos que éste nos oferece ainda nao sio completos.
Os métodos parasitolégicos, hascados na descoberta do para-
sita no sangue, os Gnicos em que. até agora, podemos confiar,
tropecam todos num grande obstaculo: a irregularidade do
aparecimento ou mesmo a auséncia do tripanosoma no sanguc
des doentes.

Dispomos, ¢ verdade, além dos - tnétodos parasitoldgicos

diretos de pesquisa do protozoario no sangue — o exame a
fresco, o esiregaco corado e a gota espéssa — de. outros, indire-

tos. muito, mais sensiveis, baseados no enriquecimento do mate-
rial suspeito. Sfo a tentativa de cultura em meios adequados, a
inoculacdo em animais sensiveis e o =xenodiagndstico de
BRUMPT. No entanto, além da falibilidade a que estio sujeitos
pelo motivo acima referido, sdo processos que exigem um espago
de tempo- relativamente longo para se obter o resultado, o que
nio os torna praticos.

Isto fez com que se recorresse aos processos sorologicos, em
busca de wn meio realmente pratico e totalmente eficiente para
o rapido diagnostico da moléstia,

Os primeiros trabalhos nesse campo foram sébre a reagio
de fixagdo do complemento. Mais tarde tentaram-se outros mé-
todos soroldgicos. PACKCHANIAN (1940) obteve resultados
satisfatérios com a reacdo de aglutinagiio em animais nfectados
experimentalmente com o T. cruzi.

MAYER e PIFANO (1941), realizaram um trabalho sobre
a intradermorreagio, em que o método parece ser de valor diag-
nostico. Concluiram que a intradermorreacio, realizada com o
antigeno por éles preparado “apresenta grande valor pratico
para o diagnostico da moléstia de CHAGAS, sendo mais segura
do que a reacio de MACHADO ... Entretanto, nio realizaram
um estudo comparativo sébre o valor das duas reagdes, nio
sendo justificavel, porisso. a conclusio apredentada.

IEm trabalho recente, nds, em colaboracio com PISSOA
(1942), experimentando a possibilidade da utiliza¢io da intra-
dermorreagio para o diagnostico da moléstia de CHAGAS, che-
gdmos a resultado contrario ao obtido por MEYER ¢ PIFANO.

Em nossas experiéncias feitas sobre casos humanos da mo-
16stin de CHAGAS ¢ animais inoculados com T. cruzi, as tenta-
tivas de intradermorreacao com auntiveno de cultura de T, cruzi
foram sistematicarhente negativas.
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De todos ésses métodgs sorolégicos descritos, o que, até
agora, tem sido mais estudado, é, porém, o da fixagdo do com-
plemento. Os estudos sobre essa reagio partiram do Brasil; com
os trabalhos de GUERREIRO e MACHADO (1913), VILLELA
¢ BICATHO (1923) ¢ LACORTE (1926), em que ésses autores
conclyiram  haver, de um modo geral, uma especificidade da
reacio, tendo os antigenos empregados sido preparados a partir
de orgios. hago ou coragiio, geralmente de animais de laboratorio
infectados artificialmente pelo T. cruzi. A variagdo di extensado
da infecgio désses orgios e do poder do antigeno, assim como
a dificuldade da sua preparagido e conservagio limitaram o em-
prégo désse método.

Mais recentemente, KELSER (1936) realizou um trabalho
com o fim do desenvolvimento de um antigeno mais satisfatorio,
que pudesse ser preparado com um alto poder antigénico, mais
facil ¢ uniformemente. Obteve o seu antigeno diretamente de
cultura artificial do T. cruzi em meio de BONACCI, por meio
de técnica facil, que sera descrita posteriormente. KELSER con-
cluiu pela especificidade da reagio com o seu antigeno, apéds
té-la realizado com mais de quatrocentos espécimes de soro, in-
clusive alguns de portadores de moléstia de CHAGAS, e ter en-
contrado resultados positivos nos casos conhecidos da moléstia
e negativos em todos os outros, nio tendo havido reagio cru-
zada nos casos de WASSERMANN positivo,

Em investigagdo levada a efeito no Panama, JOHNSON
e KELSER (1937) aplicaram o método da reagio da fixagio do
complemento para a descoberta de casos da moléstia de CHA-
GAS. Do total de 1.251 séros examinados, 37 acusaram reacao
positiva, e 11, suspeita. Concluiram, também, que havia especi-
ficidade da reagdo e auséncia de reagdo cruzada com os sdros
positivos para a reagio de WASSERMANN,

KELSIER (1936) julga o emprego do meio de cultura de
BONACCI, formula 1V, para a preparagio do seu antigeno,
muito importante. Este meio é de fato, ao nosso ver, o meio de
cleicio para a conservacio do T. cruzi, devendo ser preferido
aos de NOGUCHI, PONSELLE e NNN, que tém sido também
aconselhados,

Afim de verificar o comportamento da reagio de fixacdo
do complemento com o antigeno de KELSER em cobaias
normais e em cobaias infectadas experimentalmente pelo T.
cruzi, se ha ou nio preferéncia quanto a intensidade da positi-
vidade da reagdo para o antigeno homdlogo, se existe variabili-
dade do valor antigénico dos antigenos preparados com amos-
tras diversas, se os anticorpos sio de aparecinmiento precoce ou
nio e a sua persisténcia, realizdmos o presente trabalho.
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PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

Para a inoculacio das cobaias, assim como o preparo do
antigeno, empregamos sempre culturas do T. cruzi em meio de
BONACCI, férmula IV (BONACCI, 1934).

A confecgio désse meio compreende a preparacio de um
agar nutritivo e a sucessiva incorporagio a éste de outras subs-
tancias de enriquecimento., FE’ realizada segundo a técnica se-
guinte: o agar nutritivo se prepara com um calda de carne,
uma parte em duas de 4gua, a que se junta peptona de WITTE,
na propor¢io de 2,5 % e cloreto de sédio, 0,7 % e agar, 1 %. A
mistura é neutralizada ao turnesol, aquecida a 115° C, durante
*20 minutos e filtrada em algodio. Reparte-se em {rascos de
ERLENMEYER, na quantidade de 100 cc. de mistura em cada
um. Esteriliza-se na autoclave a 110° C pelo tempo de 20 minutos.

Uma vez obtido o agar nutritivo, € éle fundido e resfriado
a 50° C. Juntam-se-lhe 0,5% de glicose e 5% de sangue total de
cobaia jovem. A mistura é entio distribuida em tubos esterili-
zados de 19 mm. de diametro e deve ser solidificada em posigio
inclinada.

AMOSTRAS USADAS NA OBTENCAO DOS ANTIGENOS

Para a verificagdo da preferéncia ou nio para o antigeno
homologo, quanto a intensidade da positividade da reagio, e da
variabilidade do valor antigénico dos antigenos preparados com
amostras diversas, foram empregadas 4 amostras diferentes do
T. cruzi, por nés designadas de amostras 13, 14, 15 e 16.

A amostra 13, amostra’ CABORE’, gentilmente enviada pelo
Dr. E. DIAS, do Instituto Qsvaldo Cruz (Rio de Janeiro), es-
tava na 30.% passagem em meio de NOGUCHI. A 14, que obti-
vemos gragas a amabilidade do Dr. A, VIANA MARTINS, do
Instituto Bioldgico Ezequiel Dias (Belo Horizonte), féra isolada
de tatii, proveniente de Lassance, Minas Gerais, e contava 17
passagens em cies novos e 7 passagens em meio de BONACCI.
A 15, isolada por nds de um caso humano agudo (Caso T. C.)
(V. CARDOSO e ROSENFELD, 1940), por xenodiagnistico,
em junho de 1939, contava virias passagens em cobaia e camon-
dongo. Fora isolada em meio de PONSELLE e semeada em
meio de BONACCI, A 16, isolada por ndés de Triatoma infes-
tans, proveniente de Monte Santo, Minas Gerais, contava varias
. passagens em cobaia.
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Com a amostra 13 foram inoculadas 6 cobaias; com a 14,
10; com a 15, também 10 e com a 16 inoculamos 5 cobaias. De
cada uma das amostras foi preparado o antigeno respectivo;
empregamos, unicamente, culturas em tubos.

PREPARACAO DO ANTIGENO

Os tubos de meio, preparados como ja foi descrito, foram
inoculados com uma gota de uma cultura rica, verificada ao
microscopio. Apds esperar, em geral, 10 dias, para o pleno de-
senvolvimento das culturas, e apds verificagio microscopica da
riqueza e pureza das mesmas, procedenios a preparacio do an-
tigeno de acordo com a técnica de KELSER, que é a seguinte:
0,75 cc. de agua distilada estéril sio adicionados a cada cultura.
Por meio de uma pipeta capilar é homogeneizada a mistura dos
organismos no liquido adicionado e a suspensio passada para
tubos de centrifugacio de fundo conico.

Na retirada do material dos tubos o maximo cuidado deve
ser empregado em nio arrastar, juntamente com a suspensao,
particulas do meio de cultura, e KELSER aconselha o emprégo
de 4dgua distilada para a suspensio dos tripanosomas, ao invés
de solucio fisiologica, com o fim de serem hemolisadas hemi-
clas ‘que porventura sejam retiradas.

Apds a colocagdo nos tubos de centrifugagio do contetdo
de varios tubos de cultura os tripanosomas sio separados do
liquido por centrifugagio em alta velocidade, mais ou menos
4.000 rotagdes por minuto, durante meia hora. O liquido sobre-
nadante é cuidadosamente retirado por meio de pipeta capilar ¢
a cada tubo sio adicionados 8 cc. de solugdo fisioldgica estéril
para a lavagem dos microorganismos. Para isso, éstes sio, pri-
meiramente, suspensos na solucfio por meio de alga de platina
e, em seguida, procede-se a nova centrifugacio em alta velo-
cidade por meia hora.

A solugio fisiologica sobrenadante é entio retirada e 2
massa de microorganismos sao adicionados 2 volumes de glice-
rina a 50 %, em solugdo fisiologica, realizando-se nova suspensao
por meio de uma alga de platina.

Esta suspensio constituc o antigeno stock e deve ser con-
servada em baixa temperatura, na geladeira.
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TECNICA DA REACAO DE FIXACAO
DO COMPLEMENTO (%)

DOSAGEM DO ANTIGENO

Preparado o antigeno, recalizamos a dosagem do seu poder
hemolitico e anticomplementar, para a determinagio, respectiva-
mente, da unidade hemolitica e da unidade anticomplementar.

A unidade hemolitica foi determinada pela técnica expressa
no guadro I.

DETERMINACAO DA, UNIDADE HEMOLITICA
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(1) Usamos sempre 02 cc. de glébulos de carneiro a 5 %, lavados

segundo & técnica comum; os 5 % sfo retirados do depdsito,

QUADRO T

T TR W Y
Pelos resultados obtidos, vimos que o antigeno nio tem
. poder hemolitico. A unidade hemolitica seria a menor quanti-
dade do antigemo que produzisse hemdlise. .
Para a determinacio da unidade anticomplementar usimos
a técnica apresentada no quadro II

(*) A técnica que usdmos € a seguida na Seccdo de Bacteriologia ®
Imunologia do Instituto de Higiene, chefiada pelo Dr. Lucas de Assumpcéo.
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DETERMINAGCAO DA UNIDADE ANTICOMPLEMENTAR
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1 03 cc da dxlujcao 1:10 do complemento no volume de (. ~e COM;-
pletado com solucéio fisiolégica.
(2) 2 U = duas unidades hemolfticas.

QUADRO 11

Considerando como unidade anti-complementar a menor
porcio do antigeno com a qual se d4 pequena inibigio de he-
moélise, no nosso caso ela foi de 0,2 cc da dilui¢do a 1:5. Deve
ser empregado na reagdo 1/3 dessa unidade, isto é, 0,2 cc. da
diluicdo a 1:15.

DOSAGEM DO COMPLEMENTO

A dosagem do complemento em presenga do antigeno, para
a determiinacio da unidade complementar, foi sempre feita antes
de se realizar n reagdo de fixacio do complemento, e no mesmo
dia. O guadro [II mostra a técnica empregada.
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DETERMINACAO DA UNIDADE COMPLEMENTAR
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(1) Dose escolhida para-servir nas reacbes definitivas, isto é, 1/3 da
unidade anti-complementar.

QUADRO III

A unidade complementar (U. C.) é a menor quantidade com
a qual se da a hemélise total. No nosso caso foi de 0,25 da di-
luicdo do complemento a 1:10. Tomimos sempre a dose se-
guinte, denominada unidade complementar corrigida (U. C. C.),
no nosso caso 0,30. Para facilidade de distribuigio complets-
mos o volume para 0,5 cc. com solugdo fisiolégica.

TECNICA DA REACAO

Verificado nao ter o antigeno poder hemolitico e deter-
minadas a unidade anticomplementar do antigeno e a unidade
complementar corrigida do complemento, passimos is reagdes
de fixagdo do complemento, das quais damos, no quadro TV,
um exemplo.
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TECNICA DA REACAO DE FIXACAO
DO COMPLEMENTO
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¢1) 02 cc. da diluicdo a 1:15 de acérdo com a determinaczo da uni-
dade anticomplementar.

(2) U. C. C. = unidade complementar corrigida (determinacio feita
no dia da reacdo).

3) + + 4+ 4 = amséncia total de hemdlise.
(4) H = hemdlise completa.

QUADRO 1V

Como essa foram feitas todas as reacdes, empregando-se
sempre de cada espécime de soéro duas quantidades diferentes,
0.1 e 0.2 cc., ¢ controlando-se, naturalmente, cada grupo de rea-
¢bes pelos testemunhos necessarios.

APRESENTACAO DOS RESULTADOS

1

Para a verificacio da especificidade da reagdo, realizada se-
gundo a técnica atrds descrita, foi ela feita com os soros de 46
cobaias, sendo 31 inoculadas e 15 normais, e o niimero total
de reacbes praticadas foi de 73.°

Das cobaias inoculadas, 16 tinham apresentado ou apresen-
tavam no momento da reacio o T. Cruzi no sangue periférico,
podendo, pois, ser consideradas, sem duvida alguma, como por-
tadoras da tripanosomose americana experimental, ¢ com os seus
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soros obtivémos reacdes positivas, & excecio de uma que deu
uma reacio duvidosa. A percentagem de positividade da reacio
de fixacio do complemento foi, portanto, de 9375 %. A muaior
parte dessas réacdes . foi repetida, confirmando-se os resultados.

as 31 cobaias inoculadas, as 15 restantes nunca haviam
apresentado o T. cruzi ao exame do sangue perif¢rico, meio
eficiente e facil de se avaliar a infeccdo da cobaia; dessas 15,
14 deram um resultado negativo ¢, em uma, a reagio foi posi-
tiva] Bste caso poderia ser explicado por uma precocidade da
reagdo, em relagio ao achado do T. cruzi no sangue periférico
da cobaia. A morte desta nd3o nos permitiu continuar o seu
exame sistematico, afim de se verificar se estava ou nao in-
fetada.

Com os soros das I5 cobaias normais, «s resultados da
reacgio de fixa¢do do complemento com’ os antigenos 13, 14 e 15
foram todos negativos.

II

Em 12 das 15 cobaias ineculadas, cujos séros deram reagdes
nitidamente positivas, procurimos saber se houve ‘uma prefe-
réncia para o antigeno homélogo, isto é, o antigeno proveniente
da mesma amostra com a qual elas haviam sido inoculadas.
.Analisando os resultados das reacbes dessas 12 cobaias, ino-
culadas com as amostras 14 e 15, em relac¢io aos antlgenoe 13,
14 e 15, observimos o seguinte:

Com as cobaias inoculadas com a amostra 14, em 3 a reagio
foi mais intensa com o antigeno homodlogo, 14, e em 1, a reagio
foi igualmente intensa com o antigeno 13 e com o 14,

Com as cobaias inoculadas com a amostra 15, obtivémos
uma reagio mais intensa com o antigeno 13, duas reagdes mais
intensas com o 14, 3 igualmente intensas com os antigenos 13
e 14, e 1 igualmente intensa com os antigenos 14 e 15 Uma
.cobaia inoculada com esta amostra deu, numa primeira vez, uma
reagio mais intensa com o antigeno 13 e, numa segunda vez,
com o antigeno 14.

Os resultados das reagdes realizadas com os soros das
cobaias inoculadas com a amostra 14 revelariam uma certa pre-
feréncia para o antigeno homologo, porém, com as cobaias ino-
culadas com a amostra 15, obtivémos justamente o contrario.
Assim, concluimos nfo haver preferéncia, quanto a intensidade
da positividade da reagfio, para o antigeno homodlogo.
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Pelo resultado das reagoes realizadas com os sbéros .das co-
baias infetadas com as amostras 14 e 15 com os antigenos 13,
14 ¢ 15, vemos a variabilidade do poder antigénico segundo as
diferentes amostras, ¢ ressalta, como o methor antigeno, o pre-
parado com a amostra 14, seguindo-se-lhe o da amostra 13 e,
imalmente, o da 15, este de fracas propriedades antigénicas.

Com efeito, das 11 reagdes positivas feitas com os trés an-
tigenos, 13, 14 ¢ 150 ax percentagens de positividade respectivas
de cada antigeno foram as seguintes:

Antigeno 14 = 11 sobre 11, ou 100 %.

Andgeno 13 = 9 sobre 11, ou 81,81 %.

Antigeno 15 = 2 sobre 11, ou 18,18 %.

Do cimputn acima eliminimos as reagbes duvidosas.

Como conclusiio, podemos dizer que a reagio de fixagio de
complemento com o antigeno de KELSER deve ser realizada
somente no caso de sc¢ possuir uma amostra de T. cruzi de alto
poder antigénico, ¢ que. partanto, éste deve sempre ser primeiro
verificado.

v

Fm 24 reagdes positivas que praticimos, incluindo nesse
numero as repeticdes, os prazos decorridos da inoculagio a
reagdo foram, respectivamente, de 16, 21, 29, 29, 29, 33, 33, 36,
40, 42, 43, 49, 52, 57, 69, 76, 76, 76, 77, 79, 173, 193 e 197 dias.

A reacgio positiva mais precoce foi observada 16 dias apos
a 1noculacio, sendo que, nessa cobaia, os tripanosomas haviam
aparecido pela 1% vex no sangue periférico, 15 dias depois da
. inoculacio.

A reacio positiva mais persistente foi observada 197 dias
depots da inoculagao, sendo de notar que, nesta cobaia, os tri-
panogomas ndo mais haviam sido encontrados no sangue. peri-
férico desde 123 dias antes do dia em que a reacdo foi realizada.

Podemos, pois, concluir pela precocidade do aparecimento
dos anticorpos e sua persisténcia apds o desaparecimento dos
tripanosomas do =angue circulante,

Agradecemos ao Dr. Lucas de Assungdo, 1.° assistente e
Chefe de Sérvico do Instituto de Higiene, ao Dr. Dacio de Al
meida Cristovio ¢ a D® Odete Porto o auxilio que nos presta-
ram na feitura deste trabalho.
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SUMARIO

O autor preparou antigeno para a reagio de fixa¢io de com-
plemento, segundo a técnica de KELSER, partindo de culturas
de 3 amostras de Trypanosoma cruzi Chagas, 1909. Com ésse
antigeno o autor praticou 73 reagbes com o soro de cobaias ino-
culadas com 4 amostras de T. cruzi, e com o soro de cobaias
normais. Chegou as seguintes conclusdes: a) a reagio é posi-
tiva nas cobaias portadoras de infecgio experimental pelo T.
cruzi e negativa nas que nio o sdo; b) nio hi preferéncia,
quanto a intensidade da positividade da reagao, para o antigeno
homologo; c) o poder antlgemco dos antlgenos varia segundo
as diferentes "anfostras que serviram 3 sua preparagio; dai a
necessidade do emprégo unicamente de amostras de alto poder
antigénico no preparo do antigeno destinado i reac¢do da fixagdo
do complemento; d) os anticorpos sio de aparecimento precoce
e persistentes mesmo apos o desaparecimento dos tripanosomas
do sangue circulante.

SUMMARY

The author prepared an antigen for complement fixation
test, in accordance with the Kelser technic, using for this pur-
pose 3 strains of Trypanosoma cruzi Chagas, 1909. With the
sera of guinea pigs, previously inoculated with 4 strains of
T. cruzi, 73 tests were made and also normal guinea pig sera
were used. Conclusions: a) the test was positive in guinea pigs
with experimental infection and negative in normal animals;
b) no preference was noted for homologous antigen, which
could be measured by differences in test intensity; c) the diffe-
rent strains used in the test did not show the same degree of
antigenic power; it is therefore important to employ only strains
having high antigenic power; d) antibodies appear early and
may persist until after the disappearance of trypanosomes in
the circulating blood.
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