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RESUMO 

A combinação entre sôro chagásico e antígeno preparado com T ry pano soma 
cruzi foi estudada por técnica direta de fixação de complemento, empregando-se o 
método das curvas iso-hemoliticas. 

Várias diluições de complemento foram usadas em reações praticadas com 
sôro chagásico, ora diluído em sôro humano normal, ora em solução salina, em 
presença de quantidades variáveis de antígeno. 

As relações lineares entre sôro e complemento foram estabelecidas em excesso 
de antígeno; aquelas entre antígeno e complemento foram determinadas em ex- 
cesso de sôro. Essas relações permitiam calcular a reatividade do sôro ou do an- 
tígeno em termos de complemento necessário para deixar sempre uma quantidade 
constante de complemento livre na mistura. A reatividade do complexo imune, 
em termos de sôro ou de antígeno, tem sido expressa pela sua capacidade fixa- 
dora de complemento, bastando que um dos elementos esteja em excesso relativo. 
Essa relação proporcional ou "título por acréscimo" verificou-se depender também 
das condições da reação, tais como o diluente, a qualidade do complemento e ou- 
tros fatores não determinados, impedindo sua reprodução. Por outro lado, quando 
se analisaram essas variações através das curvas iso-hemoliticas, verificou-se que 
elas se observavam tanto na zona de excesso de sôro (portanto na dosagem do 
antígeno) quanto na de excesso de antígeno (isto é, na dosagem do sôro). Como 
essas variações se davam em um mesmo sentido, havia uma relação constante en- 
tre título do antígeno e o do sôro, independente das influências das condições 
em que a reação era praticada e traduzindo uma propriedade do complexo imune 
formado. 

Êsse quociente apresentava valores diversos quando um mesmo antígeno rea- 
gia com diferentes soros, mesmo quando se mantinham constantes as condições da 
reação; era, no entanto, de valor constante para amostras de um mesmo sôro 
reagindo com um mesmo antígeno, embora variassem as condições da prova, tra- 
duzindo portanto a capacidade reativa específica entre antigeno e anticorpo. Òb- 
viamente o conhecimento dessa relação permite a reprodutibilidade do título do 
sôro ou do antígeno, por técnica direta de fixação de complemento. 

O método é indicado para medir a avidez do sôro pelo antígeno, ao invés 
do poder de combinação entre o complexo formado e complemento. O comple- 
mento não mais é que um indicador indispensável ao método e não um elemento 
de medida do poder de combinação entre anticorpo chagásico e antígeno específico. 
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INTRODUÇÃO 

A combinação de antígenos e anticorpos, 
na formação de complexos imunes, é ava- 
liada, em muitos sistemas, pela fixação do 
complemento. 

A introdução de métodos quantitativos de 
fixação de complemento permitiu avaliar nu- 
mèricamente a reação entre o complexo imu- 
ne e complemento. A intensidade da reação 
traduzida em termos de complemento neces- 
sário a um dado grau de hemólise, podia 
ser avaliada em "títulos" definidos segundo 
critérios diferentes, ora pelo inverso da di- 
luição do soro ou do antígeno, ora pela 
quantidade de complemento utilizado na rea- 
ção ou então por uma relação entre com- 
plemento e um desses elementos. 

A relação linear observada entre comple- 
mento e sôro foi utilizada por Wadsworth, 
Maltaner & Maltaner15 como expressão 
do título do sôro que reagia com quantida- 
des de antígeno em reatividade máxima. 
Nessas condições os títulos podiam apresen- 
tar valores desiguais. Assim as discrepân- 
cias nos títulos de 80 soros, em reações fei- 
tas simullâneamente foram de 5% em me- 
tade delas e de 16% em 10% dos casos; 
para titulagens não simultâneas, discrepân- 
cias de 8% foram encontradas em 50% dos 
268 soros examinados e de 25% em 10% 
deles (Thompson12). 

Para reações não simultâneas, maiores dis- 
crepâncias entre títulos do mesmo sôro, po- 
diam ser levadas à conta de diferenças na 
qualidade do complemento (Wadsworth, 
Maltaner & Maltaner16), como observa- 
das em reações com extrato aquoso de ba- 
cilo da tuberculose e sôro hiperiraune pro- 
duzido em cavalos. 

O presente trabalho estuda a interdepen- 
dência dessas variações pelo método de iso- 
fixação e avalia a capacidade específica de 
combinação entre antígeno e anticorpo no 
sistema moléstia de Chagas. 

MATERIAL e métodos 

Sôro reagente. 

O sôro utilizado foi uma mistura de 
vários soros reagentes para moléstia de 

Chagas, com títulos maiores que 3, pela téc- 
nica de Freitas & Almeida 5. A identifi- 
cação do sôro reagente era dada pela data 
em que essa mistura era feita. O sôro que 
não tinha sofrido inativação anterior, era 
distribuído em (volumes de 5 a 10 ml) am- 
pôlas, mantidas congeladas a —20oC. Na 
ocasião de usar, era o sôro degelado em tem- 
peratura ambiente, homogeneizado por agita- 
ção cuidadosa e então inativado em banho- 
maria a 560C por 30 minutos. 

A ntígeno. 

O antígeno é preparado de acordo com 
a técnica descrita por Freitas & Almeida 5. 
O antígeno que é mantido congelado em 
presença de excesso de clorofórmio, era li- 
vre dêsse solvente por borbulhamento de ar 
e então centrifugado a 16.000 G por 30 mi- 
nutos. O sobrenadante era o antígeno que 
foi diluído em solução de NaCI a 0,85% 
por ocasião de usar. 

Diluenle do sôro. 

Os soros que não reagiam nas provas 
de fixação de complemento para moléstia 
de Chagas eram separados e misturados para 
fazer um diluente para o sôro. Algumas 
vezes reações foram praticadas com sôro 
reagente diluído em solução salina de NaC! 
a 0,85%. Complemento, hemolisina e he- 
mácias de carneiro, foram preparados e pa- 
dronizados de acordo com a técnica descri- 
ta por Almeida 2. 

Método. 

Foi empregado o método de isofixação 
(Almeida 1) com duas, três, quatro e cinco 
unidades de complemento. O tempo de in- 
cubação foi de 90 minutos a 370C, a hemó- 
lise tendo se processado em 15 minutos a 
370C. 

Curvas iso-hemolíticas foram traçadas pe- 
los pontos correspondentes às quantidades de 
antígeno e de sôro que formavam comple- 
xos capazes de fixar complemento, deixando 
uma unidade livre. Quando a hemólise de 
50% não era observada diretamente, inter- 
polação era feita para a determinação apro- 
ximada dessas quantidades. 
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Determinação dos títulos. 

O título do complexo imune foi dado ora 
em termos de sôro (título do sôro), ora em 
lêrmos de antígeno (título do antígeno) co- 
mo a relação: 

_ A K\Á 

±K'S.A 

onde 

Ta = título do antígeno 

Ts — título do sôro 

A = antígeno 

S = sôro 

IC S,a = complemento necessário para a 
reação com sôro e antígeno, de 
modo a deixar livre uma uni- 
dade de complemento (segundo 
a nomenclatura, proposta por 
Thompson et al.13). 

No cálculo dos títulos do antígeno e do 
sôro, os valores de complemento necessário 

para 50% de hcmólise [K1 s,a )i foram cal- 
culados de acordo com a hemólise observa- 
da e quantidade de complemento inicialmen- 
te presente. Para evitar a introdução de 
erros no cálculo de K' $, a pelo uso de fa- 
tores de conversão, foi empregado o método 
utilizado anteriormente por Almeida & Frei- 
tas 3 e que consiste na determinação da 
quantidade de complemento necessária para 
50% de hemólise, em gráfico tendo por or- 
denadas os logaritmos das quantidades de 
complemento inicialmente presentes e por 
abcissas os logitos das hemólises respectivas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As curvas iso-hemolíticas levantadas para 
o sistema doença de Chagas (fig. 1) pude- 
ram ser inequivocamente classificadas como 
pertencentes ao tipo I, descrito por Almei- 
da para os sistemas tuberculose, lepra, ví- 
rus Coxsackie, blastomicose e coqueluche. 

As relações quantitativas entre sôro rea- 
gente, antígeno e complemento, já tinham 
sido bem estudadas por Wadsworth, Mal- 
taner & Maltaner 16 em 1938, empregan- 
do sôro hiperimune de cavalo preparado 
com bacilo da tuberculose; o antígeno con- 
sistia em um extrato aquoso de bacilo da 
tuberculose, previamente tratado pela aceto- 
na. A estabilidade do antígeno e a capa- 

SISTEMA MOLÉSTIA DE CHAGAS 
CURVAS ISOHEMOLÍTICAS 

0 '1 A 3 y UMOAOES OC COMPLEMENTO 

o.ooe o.ooe 
ML OE ANTÍGENO 
Fig. 1 
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cidade de fixar complemento pelo complexo 
imune formado com o sôro de cavalo per- 
mitiram a êsses autores a verificação do 
efeito da concentração relativa de sôro e de 
antígeno sobre a atividade do complemento. 
As experiências foram realizadas em um in- 
tervalo de variação de concentração de sôro 
e de antígeno, quando um ou outro estava 
em grande excesso. Foi então possível o 
conhecimento do efeito do excesso de um 
dos elementos do complexo imune sôbre a 
capacidade fixadora para o complemento; 
estabeleceram-se assim as condições em que 
a fixação de complemento era função de sô- 
ro ou de antígeno e daí construíram um 
método de medida da concentração de anti- 
corpo ou de antígeno em termos da quanti- 
dade de complemento necessário a um grau 
estipulado de hemólise. A introdução do 
conceito de proporcionalidade entre comple- 
mento fixado e agregado antígeno-anticorpo 
já tinha sido descrito por Calmette & Mas- 
sol 1 em 1909; mas o estabelecimento das 
condições em que a reação devia ser feita 
para exprimir a fixação do complexo imune 
cabe indiscutivelmente a Wadsworth, Mal- 
TANER & MALTANER ". 

O título do complexo imune podia ser 
dado em termos da relação complemento :com- 
plexo. Ficava-se dessa forma livre de dar 
o título como dependente de uma quantidade 
arbitrária de sôro ou de antígeno tomado 
para referência. Haveria, nesse caso, gran- 

de vantagem de se adotar o título por acrés- 
cimo proporcional como descrito original- 
mente por aqueles autores e discutido em 
detalhe por Rice 10'". 

A reação entre o complexo imune e com- 
plemento estava sujeita à "fixabilidade" do 
complemento. A propriedade de fixar-se ao 
agregado antígeno-anticorpo, dependeria lar- 
gamente da espécie animal que fornecia o 
complemento (Noguchi & Bronfenbren- 
Ner 8; Kolmer, Matsunami & Trist 7; Hoet 
et al.e) e também mostrava-se variável den- 
tro da mesma espécie (Noguchi & Bronfen- 
brenner8; Wadsworth, Maltaner & Mal- 
TANER 1T). 

O uso de mistura de soros de várias co- 
baias (Kolmer et al.7 Wadsworth, Malta- 
ner & Maltaner'4) poderia diminuir as 
variações oriundas de grandes diferenças em 
"fixabilidade". Quando no entanto compa- 
ramos os títulos determinados em dias dife- 
rentes, no sistema moléstia de Chagas, em- 
pregando os mesmos elementos na formação 
do complexo imune, mas com misturas de 
soros de cobaias, de diferentes partidas, ob- 
servamos variações nos títulos (quadro I). 
Essas variações encontradas nas reações en- 
tre o sôro chagásico 81155 e antígeno BT 
(de T. cruzi) e complementos n.os 36, 37 e 
38, ocorreram concomitantemente e num 
mesmo sentido nos títulos do sôro e nos do 
antígeno. 

QUADRO I 

Capacidade de reação entre um determinado sôro chagásico e antigenos de três partidas, 
tendo variado o dlluente e o complemento 

Data 
Sôro 

reagente 
Dlluente Antígeno n? 

Complemen- 

to «» 

Títulos Quociente 

ta'ts do sôro ão antí- 
geno 

11-11-55 81155 salina B-7 34 184 3700 44,0 
13- 1-56 81155 salina BT 36 114 4700 41,2 
16- 2-56 81155 salina BT 37 100 4130 41,3 
5- 4-56 81155 SFI771® BT 38 118 4850 41,1 
5- 6-56 81155 21556" 6 40 100 4250 42,5 

Média 

Mistura de soros não reagentes. 

42,05 
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Na figura 2 os ângulos AOB e COD são 
iguais. Os lados dos ângulos são formados 
pelas linhas de regressão correspondentes aos 
títulos do antigeno e do sôro, determinados 
com dois complementos diferentes. 

-váN.- 

SISTEMa / c 
MOLÉsna de CHaoas / / 

—-0 

AOB - COD 

/ — ANTIGENO - AO CO    
/   SÔRO = 08 00   

S SÔRO = ML X IO"2 (SÔRO N3 01155) 
r ANTIGENO - ML X IO"4 (ANTIGENO Ni BT) 
 1 1 1 1 1  5 

Fig.. 2 

A capacidade da reatividade específica en- 
tre antigeno e sôro pode ser determinada 
pela relação entre seus títulos e mostrou-se 
constante, num valor médio de 41,2. Pe- 
quenas diferenças nessa proporcionalidade 
foram encontradas nas reações com o mes- 
mo sôro (81.155) e antígenos de diferentes 
partidas (R-7 e 6). 

O efeito do diluente no sôro reagente não 
alterou o quociente entre os títulos, no sis- 
tema moléstia de Chagas. Fato semelhante 
tinha sido assinalado no sistema tuberculose 
por Wadsworth, Maltaner & Maltaner 16. 

0 valor médio do quociente Ta /T.s (qua- 
dro I) foi de 42,05, para o sôro nç 81155; 
a determinação dêsse quociente para outros 
soros (quadro 11) mostrou marcada diferen- 
ça na "capacidade reativa específica", tra- 
duzida pela variação observada nesse quo- 
ciente de proporcionalidade entre antigeno 
e anticorpo, mesmo quando se empregava 
o mesmo antigeno (R-7) e o mesmo com- 
plemento (n9 34). Ficava excluída a hipó- 
tese dessa variação ter ocorrido por diferen- 
ças na fixabilidade do complemento ou di- 
verso poder de combinação do antigeno. Era 
então a tradução de uma propriedade do 
complexo formado e como todos os elemen- 
tos, com exceção do sôro, eram os mesmos, 
somente a êste sôro podia caber a respon- 
sabilidade da alteração do quociente de pro- 
porcionalidade. 

Êsse quociente traduz a capacidade de rea- 
tividade específica entre antigeno e anticor- 
po e não depende da quantidade de comple- 
mento fixado, como demonstraram Wad- 
sworth, Maltaner & Maltaner 16 com so- 
ros hiperimunes de cavalo, no sistema tuber- 
culose. A relação antigeno :sôro foi consi- 
derada então um índice do poder de combi- 
nação entre o antigeno e seu anticorpo ho- 
mólogo. 

Determinações foram feitas no sistema mo- 
léstia de Chagas (quadro II) empregando 
o mesmo antigeno, com soros diferentes. A 
variação encontrada nos valores do quocien- 
te antigeno :sôro traduz diversa capacidade 
de reação dos soros experimentados, pois em 
duas determinações o mesmo complemento 
(n9 34) foi empregado. 

QUADRO II 

Capacidade de reação entre um determinado antigeno e três soros chagásicos 

Data 
Sôro 

reagente 
Diluente Antigeno n"' 

Complemen- 

to n" 

Títulos Quociente 

ta'ts • do sôro do anti- 
geno 

11-11-55 81155 salina R-7 34 84 3700 44,0 

19-10-55 23855 salina R-7 33 110 2600 23,6 

21-11-55 29955 salina R-7 34 100 1900 19,0 
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A diversidade de comportamento dos so- 
ros chagásicos, em reações com um mesmo 
antígeno e complemento, não constitui uma 
exceção em sorologia. Além do achado re- 
latado por Wadsworth, Maltaner & Mal- 
taner 18 no sistema tuberculose, encontramos 
freqüentes referências à diversidade do po- 
der de combinação entre antígenos e anti- 
corpos homólogos. Quando o anticorpo pode 
ser dosado por mais de um método, demons- 
tração da diversidade de comportamento em 
fixação de complemento pode ser realizada, 
tomando por exemplo, a medida do precipi- 
tado, como referência. Assim Wallace el 
al.18 puderam demonstrar que o teor de an- 
ticorpos anti-albumina de boi, em coelhos, 
medido por técnica de fixação de comple- 
mento, não traduzia a totalidade dos anti- 
corpos específicos medidos por reação de 
precipitação. A concordância entre os títu- 
los de precipitinas e de anticorpos fixadores 
de complemento, demonstrada por Rice e 
Sickles (1942), poderia estar limitada a 
soros obtidos após prolongada imunização. 
Segundo aquêles autores o título de fixação 
de complemento não representaria uma me- 
dida direta do conteúdo em anticorpo do 
sôro, pois dependeria não somente da quan- 
tidade de anticorpo como de suas proprie- 
dades (Wallace et al.18). 

Dentro da mesma ordem de idéias não se- 
ria de se desprezar a hipótese de que em 
patologia humana, o poder de combinação 
do complexo imune com o complemento, tra- 
duza mais um característico do anticorpo que 
sua concentração. 

São bastante demonstrativos dessa diver- 
sidade de comportamento, os dados apresen- 
tados no quadro II. A capacidade de rea- 
tividade específica do anticorpo chagásico 
podendo diferir de sôro para sôro traz sério 
inconveniente na comparação de antígenos 
por técnica de fixação de complemento. An- 
tígenos podem ser comparados em sua reati- 
vidade com o sôro chagásico, dentro de um 
espaço de tempo, para avaliar sua estabili- 
dade; outras vêzes procura-se comparar an- 
tígenos de partidas diferentes, na verifica- 
ção de sua qualidade. Em um e outro caso 
impõe-se o uso de um mesmo sôro chagá- 
sico, que pode ser distribuído em pequenos 
volumes a serem usados quando necessário. 

S U M M A R Y 

Specijic reaclive capacity oj antigen wilh 
antibody in complemenl-fixai,ion reaction for 

Chagas' disease. 

The reaction betvveen sera from patients 
with Chagas' disease and antigen prepared 
from T. cruzi was studied by direct comple- 
ment fixation technic employing the method 
of isohemolytic curves. 

Several dilutions of complement were used 
in the tests with reacting human serum (di- 
luted in saline or normal human serum) 
and serial dilutions of antigen. Linear re- 
lationship between serum and complement 
was found in reactions obtained with a large 
excess of antigen; the ratio between antigen 
and complement was found in an excess of 
serum. From these relations the reactivity 
of serum or antigen was given in terms of 
complement required for 50% hemolysis. 
The reproduetibility of this value, as incre- 
ment ratio titer, suffers the influence of the 
condi tions in which lhe test is made, such 
as diluent, quality of complement and other 
factors not well known. Variations occurred 
in both sides of isohemolytic curves in the 
same directions, in such a way that the ratio 
between the titer of antigen and that of 
serum was constant for aliquot parts of the 
same serum, reacting with the same antigen, 
even in different conditions of lhe test. How- 
ever, when different sera reacted with the 
same antigen, the values of this ratio were 
not the same, although the conditions of 
the tests were kept constant. 

Determination of such a ratio appears to 
provide a constant index of the specific re- 
active capacity of antigen and immune serum. 

The quantitative studies provide a method 
for accurate determination of the avidity of 
antigen and the immune serum in relation 
to each other and to the complement. 
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