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RE.A!ÇõES DE AGLUTINA:ÇÃO E AS REL.A!ÇõES ANTIGÊNICAS 

DE CEPAS DO TRYPANOSOMA CRUZ! 

Astolpho Ferraz de SIQUEIRA (1), Rosa Domingues RIBEIRO (2) 

e Luiz Augusto Ruas FERNANDES (1) 

RESUMO 

Aplicando a técnica de aglutinação em lâminas, com tripanosomas vivos e 
recuperados de ratos e camundongos com infecção aguda e soros imunes não absor
vidos, produzidos em coelhos, os Autores apresentam os primeiros resultados de 
seus estudos sobre as relações antigênicas entre cepas do T. cruzi. Tais resulta
dos foram semelhantes aos de SIQUEIRA 10 relativos à variabilidade de comporta
mento dos tripanosomas de uma amostra, durante uma infecção. A despeito desta 
variabilidade, separaram sorologicamente uma cepa isolada do gambá, de um 
conjunto de outras cepas isoladas do homem e do cachorro-do-mato. 

INTRODUÇÃO 

O Trypanosoma cruzi se distingue de ou
tras espécies patogênicas de mamíferos por 
diversos aspectos morfológicos e biológicos. 
BARRETTO 1, analisando os critérios usados 
para a caracterização da "espécie" cruzi, 
conclui que, apesar da variabilidade de cada 
um deles, quando apreciados em conjunto, 
permitem a identificação de um tripanosoma 
de mamífero com o agente da moléstia de 
Chagas, com razoável margem de segurança. · 
Supondo que tais critérios sejam suficientes 
para a caracterização do tripanosoma agen
te da moléstia de Chagas, não resta dúvida 
de que as nítidas diferenças de morfologia 
e comportamento destes tripanosomas mos
tram a n.ecessidade de novos métodos que ve
nham permitir definição mais precisa da es
pécie, assim como de possíveis subespécies ou 
raças biológicas. 

O estudo das relações imunológicas que tem 
permitido a distinção de cepas e até de va
riantes antigênicas entre os tripanosomas Afri
canos, poderá vir a ser de importância para 

caracterizar melhor os vanos tripanosomas 
que de uma ou outra forma são considerados 
como T. cruzi. As primeiras tentativas para 
a identificação do T. cruzi por meio de rea
ções imunológicas, MuNiz & FREITAS 5, 
PACKCHANIAN 7, SENEKJIE s, HAUSCHKA & 
col. 3

, WALTON & col. 12 etc., não puderam 
mostrar diferenças antigênicas entre amostras 
humanas e de outros animais. NussENZWEIG 
& col. 6, usando a reação de aglutinação com 
soro imune previamente absorvido e reações 
de precipitação com antígenos de formas cul
tivadas, puderam distinguir uma fração an
tigênica comum de grupo e uma fração espe
cífica que permitiu a separação de tipos imu
nológicos diversos em várias amostras do T. 
cruzi de origem humana e animal. 

A técnica de aglutinação em lâmina de 
tripanosomas coletados de animais infetados, 
já usada por vários investigadores do passa
do, LAVERAN & MESNIL 4 e outros, modifica
da por SOLTYS l1 tem sido muito empregada 
para estudar as relações antigênicas entre os 
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tripanosomas Africanos. SIQUEIRA 10
, estudou 

com esta técnica as relações antigênicas de 
tripanosomas coletados diariamente de ca
mundongos infetados com a cepa Y do T. 
cruzi e pôde mostrar diferenças de compor
tamento dos tripanosomas colhidos em dia~ 
sucessivos, sendo eles aglutináveis pelo soro 
em determinados dias e não aglutináveis em 
outros. Este comportamento do T. cruzi po
deria dificultar o uso da reação de aglutina
ção assim conduzida para tentar surpreender 
diferenças entre amostras do tripanosoma re
ferido. Entretanto, comparando resultados de 
reações simultâneas, pudemos estudar com 
esta técnica as relações antigênicas entre cepas 
de T. cruzi isoladas do homem e de outros 
animais. Neste trabalho referimos os primei
ros resultados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Cepas de tripanosomas - Foram usadas 
cinco amostras de tripanosomas: 

1) Cepa Y - Isolada por SILVA & 
NussENZWEIG 9 de um paciente em fase aguda 
de moléstia de Chagas por meio do xenodiag
nóstico. 

2) Cepa G 1130 - Isolada de um gam
bá, Didelphis azarae, capturado na zona rural 
do Município de Ribeirão Preto, S.P., por 
meio de xenodiagnóstico. 

3) Cepa RC 1429 - Isolada de um ca
chorro-do-mato, Cerdocyon thous azarae, 
capturado em Cássia dos Coqueiros, S.P., por 
meio de xenodiagnóstico e hemocultura. 

4) Cepa Bolívia - Isolada de exempla
res de Triatoma infestans capturados pelo 
Dr. Henrique Gusman na localidade de Vi
tichi na Bolívia, por inoculação em camun
dongos. 

5) Cepa índio - Isolada de um caso 
crônico de moléstia de Chagas de um índio 
da tribo Xavantes da Serra do Roncador, 
M. T. , por meio da hemocultura. 

Manutenção das cepas - As cepas foram 
mantidas em ratos ou camundongos por ino
culação intraperitoneal de sangue obtido dos 
animais doadores nas fases de maior parasi
temia. O intervalo entre os repiques foi o 
seguinte: As cepas Y e RC foram repicadas 
cada 3,5 dias em ratos e cada 7 dias em ca-

mundongos; a cepa Índio foi mantida em ca
mundongos e repicada cada 7 dias; a cepa 
Bolívia, mantida em camundongos com inter
valos de 15 dias e finalmente a cepa G 1130 
também com intervalos de 15 dias em ratos. 

Reações de aglutinação - Prepa~ação dos 
soros aglutinantes - Os soros foram prepa
rados em coelhos com peso médio de 2.500 g 
dois para cada cepa, por inoculação endove
nosa de sangue total heparinizado, contendo 
cerca de 4xl07 tripanosomas; o número de 
tripanosomas foi avaliado pelo método pro
posto por BRENER 2

• Os soros foram colhidos 
antes da inoculação e cada 7 dias após a mes
ma. No caso das cepas Y, RC e G 1130 fo
ram usadas apenas a 2.ª e 3.ª amostras. Para 
a cepa Bolívia foram experimentados todos 
os soros colhidos até 42 dias após a inocula
ção. A colheita do sangue dos coelhos foi fei
ta por punção cardíaca ou por sangramento 
da veia marginal da orelha. Após a coagula
ção, o sangue foi centrifugado a 2.000 r. p. m. 
por 15 minutos e o soro, depois de separado 
foi distribuído em ampolas de 1 mi e con• 
servado em congelador. 

Preparação dos antígenos - Os ratos ou 
camundongos previamente infetados eram san
grados no coração depois de anestesia e aber
tura do tórax. Ao sangue coagulado, juntá
vamos cerca de 5 gotas de solução isotônica 
de ClNa contendo 1 % de glicose, centrifu
gávamos a mistura a 800 r. p. m. 10 minutos 
e colhiamos o sobrenadante livre de plaque
tas, contendo os tripanosomas e raras hemá
cias. O antígeno assim preparado continha 
tripanosomas que se mantinham com boa vi
talidade por muitas horas, mas apesar disto 
eram usados logo após a preparação. Às ve
zes, foi necessário concentrar os parasitas por 
centrifugação e outras vezes, quando o núme
ro deles era muito pequeno por causa do bai:w 
nível de parasitemia do animal doador, não 
foram aproveitadas as amostras. Os antígenos 
preparados com tripanosomas recuperados de 
sangue heparinizado, conservados em nitro
gênio líqüido ou usados logo após a prepara
ção, não se prestaram a uma boa observação 
dos resultados. 

No dia da reação, os soros imunes eram 
descongelados e diluídos em solução fisiológica 
a 1: 10, 1 :20, 1 :40, 1 :80 e 1: 160. Em lâmis 
nas apropriadas, com aneis de cerâmica, eram 
distribuídos 0,01 mi das diluições dos soros 
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e 0,01 ml das suspensões dos antígenos. Depois 
de uma hora em câmara úmida à temperatu
ra ambiente, as lâminas eram cobertas com 
lamínulas e lidas ao microscópio com 100 oú 
200 aumentos. Considerávamos positivas as 
reações quando encontrávamos agrupamentos 
de 3 ou mais tripanosomas ao examinar pra
ticamente todo o campo contido dentro dos 
anéis e os títulos eram referidos como as re
cíprocas das diluições dos soros. Quando não 
eram observados os agrupamentos referidos, 
mesmo com o soro diluído a 1 :10, os resul
tados eram considerados negativos. 

RESULTADOS 

O Quadro I resume os resultados das rea
ções entre os tripanosomas das várias cepas 
estudadas e os soros imunes correspondentes. 
Não aparecem no quadro os resultados obti
dos com o soro anti-Bolívia ou com o antíge
no Bolívia porque o soro não aglutinou ne
nhum dos antígenos e este antígeno não foi 
aglutinado por nenhum dos soros imunes. 

Observando os resultados das reações entre 
os antígenos e os soros homólogos, verifica-se 
uma variação de títulos durante a evolução 
da infecção, sendo negativos em determina
dos dias. Com os tripanosomas das cepas Y e 
RC os resultados foram negativos no 6.'º dia 
da infecção, com a cepa índio o título foi 
baixo no 6.'0 dia e negativo no 9:0 e os tri
panosomas da cepa G 1130 não foram aglu
tinados no 19.'0 dia. 

As reações entre os antígenos e os soros 
l.oeterólogos mostram que os soros anti Y 
e anti RC aglutinaram os antígenos Y, RC e 
índio com títulos semelhantes e não agluti
naram os tripanosomas da cepa G 1130, mes
mo nos dias em que estes foram aglutinados 
pelo soro anti G 1130. O soro anti G 1130 
não aglutinou os antígenos Y, RC e índio nos 
dias em que foram aglutinados pelos soros 
anti Y e anti RC. 

Os antígenos das cepas Y, RC e índio só 
foram usados quando colhidos nos primeiros 
dias da infecção porque os níveis parasitê
micos dos animais usados caiam rapidamen
te e o número de tripanosomas ficava insufi
ciente para a realização das reações. Nos ani
mais infetados com a cepa G 1130 a parasi
temia aumentava a partir do 12.0 dia e só 
decrescia após o 22.0 dia da infecção. 
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DISCUSSÃO 

A variação dos títulos das reações entre 
os antígenos e os seus soros homólogos foi ob
servada por SIQUEIRA 10 quando estudou as 
relações antigênicas de tripanosomas da cepa 
Y do T. cruzi, colhidos diariamente de ca
mundongos infetados. Os seus resultados mos
traram que os tripanosomas não foram aglu
tinados no 5. 0 dia da infecção e novamente 
no 9.0 dia. Isto mostra uma repetição do fe
nômeno durante a evolução da infecção, fato 
que também pudemos observar em alguns ani
mais nos quais colhemos tripanosomas em 
número razoável por tempo mais prolongado 
e cujos resultados não foram apresentados. A 
explicação do porque da não aglutinabilida
de dos tripanosomas em certas fases da in
fecção é ainda assunto de especulação. Ex
periências que estamos realizando, usando 
tripanosomas de fases diferentes para reações 
diretas de imunofluorescência, têm mostrado 
que só em determinadas fases da infecção os 
tripanosomas reagem com o soro antiglobu
lina fluorescente, provavelmente por terem a 
sua superfície impregnada de anticorpo já 
formado. É possível que esta reação de su
perfície seja responsável por modificações dos 
tripanosomas que se refletem na sua aglutina
bilidade, isto é, seriam bloqueados pelo anti
corpo circulante e não reagiriam simultanea
mente com o soro aglutinante. Novas observa
ções estão em andamento para verificar se as 
fases em que os tripanosomas reagem direta
mente com o soro fluorescente correspondem 
às fases em que não são aglutináveis. Caso 
sejam comprovadas estas modificações cícli
cas, e o fato de que nas fases em que há aglu
tinação alguns tripanosomas não são agluti
náveis, sugerimos a possibilidade de variação 
antigênica nas infecções pelo T. crnzi, a exem
plo do que ocorre com os tripanosomas Afri
canos. A demonstração da ligação do anti
corpo à superfície dos tripanosomas e a pos
sibilidade de repetição do fenômeno em vá
rias fases da infecção, indicariam o uso do 
método da imunofluorescência direta para a 
demonstração da variação antigênica nas m
fecções pelo T. cruzi. 

As reações de aglutinação com tripa11oso
mas vivos e colhidos de animais infetados per
mitiram mostrar diferenças entre o conjunto 
das cepas Y, RC, índio e cepa G 1130, to
das consideradas como T. cruzi. Assim, os 
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,mtígenos Y, RC e Índio foram aglutinados 
pelos soros anti Y e anti RC mas não pelo 
soro anti G 1130 e o antígeno G 1130 não foi 
aglutinado pelos soros anti Y e anti RC. A 
vadação da aglutinabilidade dos tripanosomas 
com os soros homólogos não invalida os resul• 
tados porque, nos mesmos dias, os mesmos an
tígenos foram ou não aglutinados. 

A possibilidade de distinguir cepas do T. 
cruzi por reações sorológicas já foi demons
trada por NussENZWEIG & col. 6 usando so
ros previamente absorvidos e antígenos de for
mas cultivadas. A apresentação dos nossos 
resultados pretente apenas referir o uso de 
uma técnica de grande utilidade para estudar 
os aspectos imunológicos dos tripanosomas se
melhantes ao T. cruzi. Depois de uma carac
terização das cepas pelos métodos indicados 
por BARRETTO 1, tentaremos relacionar os as
pectos morfológicos e biológicos comuns com 
as relações antigênicas encontradas. 

Como os tripanosomas da cepa Bolívia não 
estimularam a formação de aglutininas nos 
coelhos usados, estamos tentando imunizar 
outros coelhos e outros animais. .É interes
sante assinalar que estes soros reagem nas rea
ções de imunofluorescência, fato que pude
mos verificar usando um soro antiglobulina 
de coelho, alguns dos soros anti Bolívia e tri
panosomas normalmente usados nas nossas 
reações de imunoflorescência. O comporta
mento do antígeno Bolívia também está sen
do objeto de nossos estudos. 

SUMMARY 

Agglutination tests and antigenic relationships 
of Trypanosoma cruzi strains 

The agglutination tests on slides with living 
trypanosomes recovered from acutely infected 
white rats and mice, and rabbit non absorhed 
immune sera were carried out with a view 
of studying the antigenic relationships of 
different T. cruzi strains. 

The first results obtained were similar to 
those reported hy SIQUEIRA 10 who showed 
the variahility of the hehaviour of a given 
strain during the course of an infection. ln 
spite of that, a strain isolated from an opossum, 
Didelphis azarae, was found immunologicaly 
distinct from other strains recovered from 
man and a wild dog, Cerdocyon thous azarae. 
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