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ESTUDOS SOBRE A REACAO DE GUERREIRO MACHADO.
ANALISE CROMATOGRAFICA DE ANTIGENOS DE
TRYPANOSOMA CRUZI

JOSE OLIVEIRA DE ALMEIDA

O extrato aquoso de 1. cruzi, previamente tratado pelo benzeno, mostrou, por cromatografia em
Sephadex (-200, que sua reatividade antigénica estava presente nos primeiros eluatos, separando nitidamen-
te daquelas fracoes inertes sorologicamente. A extragdo pela dgua remove parte dos antigenos especificos
do Trypanosoma cruzi de onde podem ser removidos pelo metanol. Aqui também os perfis do cromatogra-
ma permitem separar as fracOes especificas, enquanto 0s contaminantes se acumulam nos ultimos eluatos.
Quando o antigeno aquoso é liofilizado e reconstituido com metanol, em vez da solucdo salina, os seus titu-
los, por fixacao de complemento, sdo maiores do que os determinados com o antigeno aquoso.

A andlise cromatogrdfica dos antigenos de Trypanosoma cruzi permitiu preparar um antigeno, para
as reacoes de fixacdo do complemento, destituido de contaminantes sorologicamente inertes.

Em 1976 um Grupo de Estudos da Organizacdo Panamericana de Saude (PAHO, 1976) promoveu
uma avaliacdo critica dos antigenos de Trypanosoma cruzi, empregados nos testes de fixacdo do comple-
mento, para o diagnostico sorolégico da moléstia de Chagas.

Foram examinados oito antigenos em sete laboratérios, com soros normais, sifilfticos e chagdsicos.
No computo dos resultados ficou patente gue dois, dos oito antigenos originais selecionados como candida-
tos, demonstraram ser superiores aos demais. Deles, o antigeno aquoso teve preferéncia por ser de mais ticil
preparacdo (Almeida & Fife, 1976). Esse antigeno aquoso reagia especificamente com soros chagdsicos, ndo
apresentando nenhuma reatividade nao especifica com soros normais ou ndo chagdsicos.

Por filtracgo em Sephadex (-200 isolaram-se, desse antigeno, fragdes ativas em fixacdao de comple-
mento, com o soro chagasico de referéncia (Almeida et al., 1972), além dos eluatos inertes que contamina-
vam 0 antigeno aquoso. Misturando e concentrando os eluatos especificos, um antigeno purificado pode ser
empregado nos testes quantitativos de fixacdo de complemento para o diagnoéstico soroldgico da moléstia

de Chagas.

MATERIAL E METODOS

Preparo dos antigenos: os tripanosomas {(Cepa Y), cultivados em meio difasico, sdo lavados em so-
lugdo salina tamponada contendo azida sédica a 1/5000 e liofilizados.

Apos, 250 mg de tripanosomas secos foram extraidos pelo benzeno (100 ml) e moidos em um to-
turador de tecido. O sedimento foi seco em estufa a 370C e extraido com 25 ml de dgua destilada e, em
seguida, desintegrado em ultra-som por 10 minutos. Centrifugado, o sobrenadante ligeiramente opalescente
¢ 1sotonizado e aqui denominado de antigeno aquoso G , _ ;. Parte desse antigeno € distribuido em volumes
de 2 ml e liofilizado. O antigeno liofilizado € extraido pelo metanol e centrifugado. O sobrenadante é o an-
tigeno Gp_>. O sedimento € extraido pela dgua e centrifugado. O sobrenadante é o preparado G, _3.
O sedimento ¢ desprezado.

O sedimento do antigeno aquoso G 5 _; € seco, tratado pelo metanol e centrifugado. O sobrena-
dante € o antigeno Gy - 1. O sedimento € desprezado. O esquema do preparo dos antigenos de 7. cruzi estd
apresentado na Fig. 1.

Soro chagasico: nos ensaios com os vdrios antigenos foi empregado o soro de referéncia para doen-
¢a de Chagas (Almeida et al., 1972) da Organizacdo Pan-americana de Saade.
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Fig. 1: diagrama esquematico do preparo de an-
tigenos de Trypanosoma cruzi

Cromatografia: foram usadas colunas de 2,5 cm por 45 ¢cm, com Sephadex G-200, lote 7129, sen-
do a eluicdo feita com a solugdo salina tamponada, de pH 7,2. FragGes de 120 gotas foram colhidas por cole-
tor Isco, modelo 328, registrando as absor¢Bes em comprimento de onda de 254 mu e 280 mu em aparelho
Isco, modelo UA-5 ligado a um multiplex, modelo 1133. Durante toda a filtragdo em gel de Sephadex

G-200 a temperatura de 209C toi mantida.

Fixacio de complemento: cada fragio coletada foi ensaiada com o soro chagisico de referencia
(Almeida et al., 1972) e cinco unidades de complemento, segundo as especificacdes de Almeida & Fife,
(1976). As fragdes que mostravam reatividade antigénica, foram misturadas e concentradas por ultrafiltra-
cdo até se ter o mesmo volume do antigeno colocado na coluna de cromatografia.

O antigeno cromatografado foi titulado por técnica quantitativa (PAHO, 1976) em excesso de soro
chagdsico ¢ simultaneamente o soro era titulado com uma dose do antigeno de reatividade mdxima.

O titulo do complexo imune, em termos de antigeno ou de soro, foi definido como o valor da in-
clinacdo da relagdo linear entre as quantidades de imune-complexo ¢ as unidades de complemento inicial-
mente presentes (Almeida & Fife, 1976).

A capacidade reativa especifica do complexo imune com o complemento foi determinada pelo
quociente entre o titulo do antigeno e o titulo do soro.

RESULTADOS

Antigeno G 4 -1 esse antigeno compreende a parte reativa do antigeno n9 4, segundo Almeida &
Fife (1976). As fra¢des de S a 10 fixavam o complemento em reagao comi 0 soro chagdsico e cinco unidades
de complemento. A mistura dessas fra¢des foi concentrada até o volume de 5 ml.

O titulo do antigeno G4 _ foi de 1720 enquanto o titulo do soro foi de 374 ¢ a capacidade rea-
tiva especifica foi de 4,59.

As fraces de 20 a 28 n3o mostraram nenhuma atividade antigenica, sendo consideradas contami-
nantes ndo especificos do antigeno aquoso.

Antigeno Gy 1: 0 antigeno G- € o extrato metilico do sedimento dos tripanosomas extraidos
pela dgua, obtido no preparo do antigeno G4 _ 1. Quando diluido em solugdo salina tamponada e passado
na coluna de Sephadex, mostrou reatividade nas fra¢des de 3 a 14, enquanto a parte nio reativa estava nas
fracGes de 28 a 38.

O titulo do antigeno, em fixa¢do do complemento, foi de 3780 enquanto o do soro foi de 831,
com um indice de reatividade especifica de 4,55.
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Fig. 6: a mistura de eluatos reativos, dos antige-
nos metilicos cromatografados, forma um anti-

geno especifico, isento de fragdoes contaminan-
tes,

Fig. 5: 0 extrato aquoso dos tripanosomas previamente extraidos
pelo metanol, ndo contém nenhuma fracao antigcnica, mas ape-
nas contaminantes sorologicamente mertes.
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é caiculado como o valor de inclinagdo da linha
de regressao entre as qualidades de soro em abs-
cissas e as unidades de complemento inicialmen-
te presentes, em ordenadas.

TABELA I
Titulo do Titulo do Capacidade
Antigeno antigeno soro* reativa especifica
Ta Tg Ta/lsg
(A1 Aquoso 1623 352 4,61
GM-1 Metilico 3780 831 4,55
GM-2 Metilico 2560 566 4,52
GM.1*+ Gpm.2 3329 735 4,52

*soro chagasico de referéncia

Antigeno G- 2:esse antigeno é o extrato metilico do antigeno G4 -} liofilizado. Para ser croma-
tografado, um pequeno volume foi evaporado e suspenso em solugdo salina.

As fragdes de 4 a 6 contém toda a reatividade antigénica, nao apresentando nenhum contaminante
inerte.

Os titulos do antigeno e o do soro foram respectivamente de 2560 e 566, com um indice de reati-
vidade especifica de 4,52.

O residuo do extrato metilico ndo mostrou nenhuma reatividade especifica com o soro chagasico
de referéncia, apresentando fra¢oes de contaminantes.

DISCUSSAQ

O extrato aquoso de tripanosomas previamente tratados pelo benzeno, quando cromatogratado em

Sephadex G-200 apresentou nos eluatos de 59 a 99 capacidade de reagir especificamente com o soto cha-
gasico de referéncia, nos testes de fixagdo do complemento, ao passo que os eluatos de 209 a 289 eram des-

tituidos de qualquer atividade antigénica (Fig. 2).
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A extragao dos tripanosomas pela dgua, ainda deixa no sedimento, antigenos especificos, soliveis
em metanol (antigeno Gy _1). Os contaminantes inertes sorologicamente saem da coluna nas fragdes 289
a 389, como mostra a Fig. 3.

O extrato metilico do antigeno aquoso G _ liofilizado, apresentou por cromatografia, reativi-
dade especifica nos eluatos das fragbes 39 a 79, cuja mistura e concentra¢iio constituem um antigeno puri-
ficado e especifico para a reacdo de fixacdo do complemento com o soro chagdsico de referéncia, nfo tendo
nenhum contaminante inerte sorologicamente (antigeno Gy _7), como mostra a Fig. 4.

O extrato aquoso do sedimento tratado pelo metanol € desprovido de qualquer reatividade especi-
fica, apresentando, no entanto, alguns contaminantes nos eluatos das fragGes 429 a 1449 (Fig. 5).

Os antigenos metilicos Gy _1 e Gpm_- foram misturados, concentrados por ultrafiltracio e recro-
matografados em coluna de Sephadex G-200. O cromatograma mostra a reatividade especifica nos eluatos
de 59 a 159 fracdes, constituindo ‘“‘um antigeno purificado”, sem qualquer contaminante, apresentando um
titulo de 3329 por fixacdo de complemento, enquanto o soro tinha titulo de 735, com um indice de capa-

cidade reativa especifica de 4,52 (Fig. 6).

A Tabela I mostra que embora os titulos dos antigenos G5 .1 ,Gm-1 ¢ Gpm -2 apresentassem va-
riacdes assim como os titulos do soro de referéncia, os indices de reatividade especifica eram os mesmos,
significando tratar-se qualitativamente dos mesmos antigenos, quer aquoso, quer metilicos.

CONCLUSOES

1. A extracdo pela 4gua apenas remove parte dos antigenos presentes no Trypanosoma cruzi.

2. O sedimento dos tripanosomas extraidos pela 4gua, contém a maior parte dos antigenos especi-
ficos soliiveis em metanol.

3. Os antigenos especificos de T. cruzi estio presentes nos primeiros eluatos da coluna de Sepha-
dex G-200, enquanto os contaminantes, sorologicamente inertes, se acumulam nas Gltimas fra¢des eluidas.

4, Combinando e concentrando os eluatos com reatividade especifica, pdde-se preparar um anti-
geno para as rea¢oes de fixacdo do complemento completamente livre de contaminantes inespecificos.

SUMMARY

The aqueous extract of Trypanosoma cruzi, previously treated by benzene, was filtered through a
column of Sephadex G-200.

The eluted fractions were tested by complement-fixation with the chagasic reference serum. It
was found that the CF antigens were eluted in the first fractions and the contaminants in the last ones.
The agqueous antigen, when dried and extracted with metanol, showed a very high titer in the complement-
fixation quantitative test. This antigen is free of contaminants and can be recommended for use in the

serological test for the diagnosis of Chagas’ disease.
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