
Rev. Jnst. Med. trop. São Paulo 
ll(3):101-110, maio/junho, 1964 

CDU 616.937.3 
576 .8 .077 .37 

COMPAR.A!ÇÃO DE ANTíGENOS DE TRYPANOSOMA CRUZ! PARA 

REAÇÕES QUANTIT ATiV AS DE FIXAÇÃO DO COMPLEMENTO 

I. Linearidade entre complexo imune e complemento 

Astolpho Ferraz de SIQUEIRA ( 1 ) 

RESUMO 

Pelo método da isofixação foram determinadas as relações lineares entre com­
plemento, sôro chagásico e antígeno de T. cruzi. Foram satisfeitas as condições 
necessárias para a determinação dos. títulos "por acréscimo", seja do sôro, seja do 
antígeno e por conseqüência a da relação entre êles. Da comparação de tais pa­
râmetros em várias condições foram obtidos os seguintes resultados: 

1) Os títulos dos antígenos preparados com tripanosomas cultivados em época 
mais recente foram ligeiramente superiores aos dos antígenos preparados com tri­
panosomas mais antigos. 

2) Os títulos do sôro, determinados ení presença de antígenos de tripanoso­
mas mais novos, foram pouco superiores aos títulos determinados em presença de 
antígenos preparados com tripanosomas mais velhos. 

3) A capacidade fixadora dos complexos antígeno-anticorpo decresceu pro­
gressivamente em dias sucessivos, mas a capacidade reativa específica que é dada 
pela relação entre os títulos do sôro e os títulos do antígeno, mostrou-se constante 
no período da observação. 

- INTRODUÇÃO 

Métodos quantitativos têm permitido ava­
liar a capacidade fixadora do complemento, 
de complexos imunes, em têrmos da relação 
linear entre complemento e sôro ou entre 
complemento e antígeno. 

quando a reação era feita em excesso de 
antígeno e entre antígeno e complemento se 

Condições para a proporcionalidade entre 
complexo imune e complemento foram esta­
belecidas por WADSWORTH, MALTANER & MAL­
TANER 9 em reações entre sôro imune tuber­
culoso e bacilo da tuberculose, havendo pro­
porcionalidade entre sôro e complemento 

o sôro estava em excesso. 

As relações lineares entre complemento, 
sôro chagásico e antígeno de T. cruzi foram 
estabelecidas por ALMEIDA, FREITAS & SIQUEI­
RA 3

• A reatividade do complexo imune, em 
têrmos de sôro ou de antígeno, pôde ser ex­
pressa pela capacidade fixadora do comple­
mento, bastando que um dos elementos esti­
vesse também em excesso relativo. Estas re-
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lações proporcionais ou títulos por acresc1mo 
dependeram das condições da reação como a 
qualidade do complemento e outros fatôres 
não determinados, dificultando a sua repro­
dução. A análise das variações observadas 
por êstes autores mostrou que elas ocorriam 
tanto na zona de excesso de sôro ( dosagem 
do antígeno) quanto na zona de excesso de 
antígeno ( dosagem do sôro). Como estas 
variações se davam sempre num mesmo sen­
tido, o quociente entre o título do antígeno 
e o título do sôro era sempre constante. Êste 
quociente traduziu a capacidade de reativi­
dade específica entre antígeno e anticorpo e 
não dependeu da quantidade de complemento 
fixado, sendo portanto a medida do poder 
de combinação entre o antígeno e seu anti­
corpo. Sàmente pelo conhecimento destas re­
lações é que se entende a reprodutibilidade 
do título do sôro ou do antígeno, por técnica 
de fixação do complemento. 

A nossa experiência tem mostrado que as 
condições de proporcionalidade necessárias 
para a determinação dos títulos por acrésci­
mo nem sempre podem ser satisfeitas. O 
presente trabalho mostra as condições mais 
adequadas para o estudo de antígenos de T. 
cruzi por método quantitativo de fixação do 
complemento. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os elementos da reação, complemento, he­
molisina e hemácias de carneiro foram pre­
parados e padronizados de acôrdo com a 
técnica de FREITAS .& ALMEIDA 5

• A técnica 
usada foi a de FREITAS 4, exceto no que diz 
respeito às doses de complemento que foram 
usadas sem o acréscimo de 20%. 

Sôro reagente - Os soros utilizados fo­
ram reagentes para moléstia de Chagas, com 
títulos maiores que 3 pela técnica de FREITAS 
& ALMEIDA 5

• Sem terem sofrido inativação 
anterior, eram distribuídos em ampolas e 
mantidos congelados a -20° C. Na ocasião 
de usar, o sôro era degelado em temperatura 
ambiente, homogeneizado por agitação cuida­
dosa e inativado em banho-maria a 56°C por 
30 minutos. Quando necessário, eram diluí­
dos em solução de NaCl a 0,85% por oca­
sião de usar. 
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Antígeno - Os antígenos foram prepara­
dos pela técnica de FREITAS & ALMEIDA 5

• 

Mantidos em geladeira, no momento de usar 
eram borbulhados com ar para se livrarem 
do clorofórmio e diluídos em solução de NaCl 
a 0,85%. 

Notações usadas - As seguintes notações, 
propostas por THOMPSON & col.7, foram usa­
das para exposição e discussão dos resul­
tados: 

x - complemento total no tubo de reação. 

x' - complemento juntado à mistura de 
reagentes. 

y - grau de hemólise obtida. 

K - x quando y é igual a 0,5 ( quanti­
dade de complemento necessária para dar 
50% de hemólise nas condições da reação). 

K' - x' quando y é igual a 0,5 (quanti­
dade total de complemento encontrada ou es­
timada que deveria ser introduzida nas mes­
mas condições para dar 50% de hemólise). 

K' s,A - K' para a reação com sôro e 
quantidade ótima de antígeno. 

K' A,S - K' para a reação com antígeno 
e quantidade ótima de sôro. 

T s - título do sôro. 

TA - título do antígeno. 

h - inclinação da linha de regressão no 
sistema logaritmo de complemento-logito de 
hemólise. 

Método - O método da isofixação, desen­
volvido por ALMEIDA 1, foi usado para o es­
tudo das relações entre complemento, antíge­
no e anticorpo, pois as condições para a ti­
tulação do antígeno ou do anticorpo são fà­
cilmente determinadas com o auxílio das 
curvas iso-hemolíticas. Estas linhas podem 
ser construídas por meio de reações entre di­
ferentes concentrações de antígeno e várias 
quantidades de sôro, em presença de doses 
múltiplas de complemento. As quantidades 
de sôro e antígeno que formam complexos 
dotados da mesma capacidade fixadora são 
projetadas respectivamente em abscissas e or­
denadas. Os pontos escolhidos para a pro-



SIQUEIRA, A. F. de - Comparação de antígenos de Trypanosoma cruzi para reações quantitativas de 
fixação do complemento; I. Linearidade entre complexo imune e complemento. Rev. Inst. Med. 
trop. São Paulo 6:101-110, 1964. 

500 

CURVAS ISOHEMOLÍTICAS 

400 
COM ANTÍGENO BENZENO 

CLORO FORMADO 

~ 

b 

X 

o 
a: 

•O ., 

'" " 
.J 
2 

300 

200 

100 

50 

30 

10 

o 

o 

• 
: : } UNIDADES DE COMPLEMENTO 

• 4 

• • 

25 50 100 150 200 250 300 400 500 

ML DE ANTÍGENO X 10- 5 

Fig. 1 

jeção correspondem a 50% de hemólise; 
quando êstes não forem encontrados na rea­
ção, poderão ser calculados de qualquer he­
mólise parcial obtida, pela projeção dos loga­
ritmos das quantidades de sôro ou de antí­
geno contra os logitos das hemólises parciais 
obtidas. Assim, por exemplo, a Figura 1 
que corresponde aos resultados apresentados 
no Quadro I, mostra as curvas iso-hemolíti­
cas que representam as reações entre o an­
tígeno benzeno-cloroformado de FREITAS & 
ALMEIDA 5 e uma mistura de soros reagentes 
( sôro 81155) , em presença de 2, 3 e 4, uni­
dades de complemento. 

Os ramos verticais das curvas represen­
tadas na Figura 1 correspondem às reações 
em que a quantidade de complemento fixado 
dependeu principalmente dos volumes de an­
tígeno presentes na mistura antígeno-anticor­
po. Nos tubos que contêm volumes de sôro 
maiores que 0,01 ml, a quantidade de com­
plemento fixado é pràticamente a mesma em 

todos êles, mostrando que nestas condições 
uma das variáveis, o sôro, passa a funcionar 
como elemento constante. Nesta situação, a 
capacidade do antígeno em formar complexos 
fixadores poderá ser estimada pela projeção 
de antígeno contra complemento, o seu título 
sendo determinado pela relação: 

TA = A K' s,A / A antígeno 

Os ramos horizontais das curvas são assin­
tàticamente paralelos ao eixo do antígeno. 
As condições aqui são apropriadas para a ti­
tulação do sôro porque a quantidade de com­
plemento fixado pelos complexos que contêm 
mais de 0,002 mi de antígeno depende quase 
que exclusivamente do volume de sôro pre­
sente na mistura e o antígeno, em excesso, 
poderá ser considerado como o elemento cons­
tante. O título do sôro poderá então ser de­
terminado pela relação: 

T s A K' A,Sl / A sôro 
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QUADRO I 

Reações com sôro (81155) e antígeno benzeno cloroformado em presença de 2, 3 e 4 unidades 
de complemento (no 34, Ko = 0,00166 e ho = 0,17) 

mi de antígeno 

ml de sôro 0,00500 
1 

0,00250 
1 

0,00100 
1 

0,00050 
1 

0,00025 
1 

0,00010 

Hemólise % com 2 unidades de complemento 

............. o o o 5 10 60 

............. o o o 5 10 80 

............. o o 5 10 20 90 

............. o 5 10 10 30 95 

............. 30 35 45 45 50 95 

. . . . . . . . . . . . . 65 65 80 80 85 100 

Hemólise % com 3 unidades de complemento 

............. o o o 10 65 100 

............. o o 5 20 80 100 

............. 10 15 25 45 90 100 

............. 20 40 50 60 95 100 

............. 55 60 65 85 100 100 

Hemólise % com 4 unidades de complemento 

............. 5 10 15 45 90 100 

............. 10 20 30 70 100 100 

. . . . . . . ' . . . . . 30 45 50 85 100 100 

.... ' ........ 75 80 80 95 100 100 

Contrôles: 

Do antígeno, com 2 unidades de complemento 

90 100 100 100 100 100 

Do complemento com Do sôro com 

1 1 

Das hemácias sensibilizadas 

1 u 2 u 1 u 2 u 

5 
1 

100 30 
1 

95 o 
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Para a determinação dos títulos, as quan­
tidades de complexo, em têrmos de sôro ou 
de antígeno, que fixam complemento deixan­
do o suficiente para 50% de hemólise, são 
projetadas contra as quantidades de comple­
mento inicialmente presente. Para calcular 
tais quantidades de complexo basta projetar 
os logaritmos das quantidades de sôro ou de 
antígeno contra os logitos das hemólises par­
ciais obtidas. Em um e em outro caso, as 
linhas de regressão poderão ser calculadas 
pelo método dos quadrados mínimos. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Comparação de antígenos preparados com 
tripanosomas cultivados em épocas diferentes 
- Com a mesma cepa de tripanosomas, mas 
cultivados em outubro de 1959 e em abril 
de 1962, foram preparados quatro antígenos, 
dois com o pó de tripanosomas de 1959 e 
dois com os tripanosomas de 1962. Êstes 
tripanosomas, depois de congelados, eram se­
cados e guardados em vácuo. As observa­
ções constaram da determinação dos títulos 

DOSAGEM DO SÔRO no 12 585 : _
7

0 ANT!GSNO A a 1:20 

,; 
;;. 

,,,,.-·· 

4 6 8 
ML DE SÔRO X 10-3 

DOSAGEM DO ANTfGENO ,!, CQ,I 

o,os ML oo sono no 12 585. 

4 
ML DE ANT!GENO X 10-4 

10 

dos antígenos em excesso de um sôro esco­
lhido e dos títulos dêste sôro em excesso dos 
antígenos. O sôro usado ( 12585) era con­
servado congelado a -20°C em ampolas fe. 
chadas. As reações foram feitas em presen­
ça de 2, 3 e 4 unidades de complemento. As 
doses de excesso dos elementos foram de 0,05 
ml para o sôro e 0,005 ml para os antígenos. 
Em vista da concordância dos resultados ob­
tidos com os antígenos preparados do mesmo 
pó, foram juntados os seus valores para o 
cálculo das · linhas de regressão. Desta for­
ma, os resultados se referem ao antígeno A, 
preparado com o pó de 1959 e ao antígeno 
B, preparado com o pó de 1962. As linhas 
de regressão calculadas por projeção das 
quantidades de antígeno ou de sôro contra 
os K' s,A e K' A,S respectivos e que represen­
tam os títulos dos antígenos ou os títulos do 
sôro, encontram-se nas Figuras 2, 3, 4 e 5, 
que correspondem às reações dos dias 15-5-
1962, 24-5-1962, 28-5-1962 e 5-6-1962 res­
pectivamente. No Quadro II são apresenta­
dos os valores numéricos dos títulos dos an­
tígenos e do sôro, assim como as relações 

TA /Ts 

DOSAGEM DO SÔRO nll 12 585 

;" """/ 
_ .. ---· 

4 
ML D& SÔRO X 10-3 

DOSAGEM DO ANT!GENO B COM 

O 105 ML DO SÔRO nll l2 585 • 

2 4 
ML DE ANT!G!fflO X 10•4 

10 

Fig. 2 - Gráficos das dosagens· do dia 15-5-1962. 
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Fig. 3 - Gráficos das dosagens do dia 24-5-1962. 
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Fig. 5 - Gráficos das dosagens do dia 5-6-1962. 

QUADRO II 

Capacidade de reação entre o sôro 12585 e os antígenos A e B 

Títulos 

1 

Quociente 

Dos antígenos 
Do sôro com os 

antígenos 

12 

1 1 

1 

T AAfTsA I T ABITss A B A 

1 

B 

15-5-1962 ............. 7.000 7.929 369 317 

24-5-1962 ............. 6.275 7.377 243 400 

28-5-1962 . . . . . . . . . . . . . 5.263 5.633 227 286 

5-6-1962 . . . . . . . . . . . . . 4.000 5.555 200 247 

títulos dos antígenos A e B. TAA e TAB 

TsA e Tss títulos do sôro com os antígenos A e B. 

19,0 25,0 

25,8 18,4 

23,0 19,7 

20,0 22,5 

Complemento 
n• 

88 

88 

88 

89 

Pelos gráficos apresentados verificamos que 
nem sempre os pontos projetados estão sôbre 
a reta traçada. No entanto, a pequena dis­
persão dos mesmos em tôrno das retas teóri­
cas permite que elas sejam tomadas como re-

presentativas dos títulos. Quando os antíge­
nos foram dosados em presença de excesso 
de sôro ( dose de reatividade paralela), aos 
acréscimos de antígeno houve correspondên­
cia de aumentos proporcionais dos K' A,S • 
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Os títulos dos antígenos decresceram progres­
sivamente durante o período das observações 
e a mudança do complemento no dia 5-2-
1962 não modificou êste comportamento. Os 
títulos dos antígenos preparados com tripa­
nosomas cultivados em 1962 foram sempre 
ligeiramente superiores aos dos antígenos pre­
parados em 1959. Os títulos do sôro tam­
bém foram determinados quando dosados em 
excesso de cada um dos antígenos. Os títu­
los do sôro também decresceram sucessiva­
mente e foram maiores quando a dosagem 
foi feita em presença dos antígenos prepara­
dos com tripanosomas mais novos. 

As variações que ocorreram em dias su­
cessivos nos títulos dos antígenos e do sôro 
poderiam não ter outro significado além da­
quele ligado às condições da reação como 
mostraram ALMEIDA, FREITAS & SIQUEIRA 3

• 

Tais variações já tinham sido verificadas 
nos sistemas pneumococo por RICE 6, tifo epi­
dêmico por VARLEY ,& WEEDON 8 e febre Q 
por WoLFE ,& KoRNFELD 10

• Entretanto, as 
variações aqui observadas tiveram um senti­
do único, os títulos decresceram progressi­
vamente e isto nos leva a dar um significado 
diferente ao fato observado. Os resultados 
indicam que os complexos perderam grada-

'S D0:3AGBN DO sÕRo n9 12 5fl<; 

COM O AN'!'ÍGBllO A a l :20 

10 12 llt 16 18 20 

HL 18 SÕRO X 10-3 

5 tôSAGBH '00 ANTÍIJRNO A CO"! 

o,o';. ML no sôRo n9 12 5A5 

6 7 

ML ra ANTÍGENO X 10-li. 

tivamente uma parte do poder fixador e esta 
perda deve ter ocorrido por deterioração do 
antígeno, pois o sôro, conservado congelado 
por vários meses, poderá ser considerado es­
tável, pelo menos no pequeno período em 
que foram feitas as observações. O fato de 
os títulos do sôro terem decrescido está liga­
do ao efeito dos antígenos e mostra a impor­
tância da dosagem do sôro quando se quer 
estudar o antígeno, pois é na condição de 
excesso dêste que se revelam as suas quali­
dades e defeitos. Os quocientes entre os títu­
los dos antígenos e os títulos do sôro mostra­
ram-se pràticamente constantes, evidencian­
do que a capacidade de reação específica en­
tre antígeno e anticorpo independe do poder 
fixador do complexo, como mostraram AL­
MEIDA, FREITAS ,& SIQUEIRA 3

• 

Procurando condições mais satisfatórias 
para a titulação dos antígenos, foram feitas 
novas observações com 4 doses iniciais de 
complemento, de maneira a permitir a ado­
ção de mais um ponto para a determinação 
das linhas de regressão. Assim, foram exe­
cutadas reações entre os 4 antígenos e o mes­
mo sôro, em presença de 2, 3, 4 e 5 unida­
des de complemento, cujos resultados se en­
contram na Figura 6. 

L.6 8101211.t1618 
ML PE SÔRO X 10-3 

OOSAGBM DO AHTÍGRNO B COM 

'j 0,05 ML 'PO SÔPO n11 12 585 

10 

Fig. 6 .- Gráficos das dosagens com 2, 3, 4 e 5 unidades de complemento. 
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Fig. 7 - Gráficos das dosagens com 2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 5,5 e 7,0 unidades 
de complemento. 

A observação dos gráficos da Figura 6 mos­
tra que, com o uso das 4 doses de comple­
mento, as relações complemento-antígeno e 
complemento-sôro se mantiveram lineares. 
Novas tentativas foram feitas com o fim de 
experimentar maior número de doses para 
a determinação dos títulos por acréscimo. 
Desta feita foram usados 2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 
5,5 e 7 unidades de complemento. Os resul­
tados correspondentes estão na Figura 7. 

Os resultados mostram que o sôro 12585 
pôde ser dosado em excesso dos antígenos A 
e B, havendo linearidade nas relações com­
plemento-complexo, em têrmos de sôro, até 
o ponto correspondente a 7 unidades de com­
plemento inicialmente presente. No entanto, 
quando foi tentada a titulação dos dois an­
tígenos em presença de excesso do sôro em 
questão, a linearidade nas relações comple­
mento-complexo, em têrmos de antígeno, só 
foi conseguida até 5,5 unidades de comple­
mento inicialmente presente. O ponto deter­
minado com 7 unidades foge completamente 
da linha traçada pelos pontos anteriores. Êste 
fato evidencia que a quantidade de sôro usa­
da foi insuficiente para formar complexos 
capazes de fixar complemento na mesma pro­
porção que vinha mantendo até com 5,5 uni­
dades. Como não há conveniência em au­
mentar o volume de sôro na reas.ão, um ;SÔro 

mais potente deveria ser usado para que se 
conseguisse a linearidade até com 7 unidades 
de complemento inicialmente presente. 

CONCLUSÕES 

Os resultados apresentados permitem as se­
guintes considerações a respeito da aplicação 
do método em estudo: Na comparação dos 
antígenos preparados a partir de tripanoso­
mas da mesma cepa, mas diferindo pelo tem­
po de conservação, o método permitiu algu­
mas indicações preciosas com respeito à con­
servação do pó de tripanosomas e à estabili­
dade dos antígenos usados. Por outro lado 
permitiu também verificar a reprodutibilida­
de da capacidade reativa específica entre 
antígeno e anticorpo. Outra consideração 
interessante, diz respeito à possibilidade de 
serem melhoradas as condições para a de­
terminação das linhas de regressão, seja au­
mentando o número de doses para a deter­
minação dos pontos, seja aumentando o es­
paçamento entre as mesmas. De qualquer 
forma, o método sofre as restrições devidas 
ao desconhecimento dos seus limites de va­
riação, limites êstes que provàvelmente po­
derão vir a ser determinados para as dosa­
gens de antígenos com um determinado sôro 
padrão. 
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SUMMARY 

Comparison of Typanosoma cruz1 antigens 
for quantitative complement fixation tests; 
!. Linearity between immune complex and 

complement. 

By the isofixation curves the linear rela­
tions between complement, chagasic patients 
serum, and trypanosome antigen were de­
termined. The proper conditions for serum 
and antigen slope-ratio titration were attend­
ed, and consequently their relationship was 
settled. By comparing such parameters in 
severa! experimental conditions it was found 
that: 

1. The titers of the antigens which were 
prepared from more recently cultivated try­
panosomes were slightly higher than those 
prepared from older cultures. 

2. The titers of the serum, as determined 
with antigens prepared from more recent 
cultures, were slightly higher than those pre­
pared from older cultures. 

3. The fixing-capacity of the antigen-anti­
body complexes decreased progressively every­
day but the specific reactive capacity, given 
by the antigen/serum ratio, was constant ali 
along the periods of observation. 
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