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ABREVIATURAS

C1, primeiro componente do sistema compiemento parciaimente

purificado.

trocitng de Carncivro.

F, ¢

1
wd

o

EA, hemacias sensibilizadas com a fragao IgG de sore de ¢
tho anti-estroma de carneiro.

EAC1, sistema hemolitico EA com C1 fixade

Hem.SAB-Anti~SAB, Hemacias sensibjlizadas com soro albumi na

bovina e anti-SAB.

igS ac, IgS do S0V0 de carneiro anti-IgG de coelho.

IgS n, IgS do soro normal de carnsiro.

SAB, soro albumina bovina.

Prot, proteina

R1, reagente de complemento fisento de {1, obtido pelo matodo.
de diluigao.

TVI, tamp3o veroral isotonico 0.15 w.

TVS, tampac vevonal sacarose 0.065 u.

U, unidades.

EACb, hemacias sensibilizadas com soro de cobaia anti-estroma

de carneiro,
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0 progresse cientifico na ares da imuncguimica de pro
teinas tem contribuido SIQNTTICATIVIMENTE Dara 0 e$cudd ud Dilo-
fogia molecular do sistema complemento. Dessa contribuigio, re-

sultouy a informacio de que tal sistema & intel
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teinas, presentes no soro normal ou imune, e qu
to podendo participar em varias manifestaches biologicas. Den-

tre essas manifestagoes ressalta a sua @gao e
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imune, quando age em combinacac com o
po. Contudso, segundo pradicoes iniciais de PILLIMER et al.(19%54

e observacOes mais recentes de outros pesguisadoves | GOTZE, C.

and MULLER-EBERHARD, H.J.,

1977), uma atividade 1ndas@ndente do compiemento poderia repra-

sentar um mecanismo inicial de defesa contre a invasac de celu-
las estranhas, atuando na ausencia de anticorpo, e poriants, an
tes da manifestacdo de expressoes da rasposta imune especifica.

Embora os mecanismos ainda naoc estejam bem esclareci-

dos, operacionaimente, o sistema complemento pode ser ativade

de duas maneiras: pela via classica e psla via alternativa. e

via classica, ativada por complexos antigeno~-anticorpe contendo

imunoglobulinas dos tipos IgG e IgM, as onze proteinas do siste

ma s30 distribuidas em itres unidades: a unidade (] de reconheci

mento, composta de trés componentes Cig, Cir e Cls (LEPOW, I.H.

g i



et al., 1963; NAFF, §.B. et al., 1954}, a unidads

€2, C3 e £4 (MULLER-EBERHARD, H.J., 1975): e 2 unidade de ata

que a membrana C5, €6, 07, 08 e C9 (MULLER-EBERHARD, H.J. 1871

e 1972). A via alternativa descrita por PILLIMER, L. et al.
(1954}, e ativada por agregadoas ds Igh, por polissacarideas e
Tipopolissacarides. Nesta via que exclui a participagio de (1,

€2 e C4, participam no minimo cinco proteinas do scro, uma das

quais e o €3, que uma vez ativado atua sobre (5-9 de naneira

analoga ao mecanismo de ativacdo da via classica.

Um grande ﬁumﬁra de pesquisadores tem gwac*?@da yma
explicagio sObre o mecanismo de ativac3o do complemento. Acre

dita-se que a ativacac do sistema complements 2 uma funcde do.
frégment@ Fc da IgG (AMIRATIAN, K. and LEIKHIM, E£.J., 1851
TARANTA, A. and FRAHKLIN, E.C.§ 1961 ISHIZAKA, K. et al 1922
CEBRA, J.Jd., 1963; UTSUMI, S., 1969; KEHOE, J.M, and FOUBEREARY |,
M., 1970; AUGENER, W. et al., 1971 ALLAM, R. and ISLIKER, H.,
19745 COLOMB, M. and PORTER, R.R., 1975; OVARY, Z. et al., 1975:
AREND, W.P. and WERBSTER, E., 1977). Outros autores Teém do -

monstrado que o fragmento F{ab ’}2 talvez sedja importante nes-

ta ativacao {REISS, A.M. and PLESCIA, 0.J.., 1963;3CHUR, P. and
BECKER, E.L., 1963; REID, K.B.WM., 1971, VUAGNAT, P., 1977 ) .
0 sitio de ligacao do Clg na IgG estd Jocalizado na fragmento

Fc dentro do dominic C,2 da cadeia y (KEHDE, J.M. and FOUGEREAU,

M., 1970, ELLERSON, J.R. el al., 1972, YASMEERN, . et ail., 1975

it

Foi sugerido no entanto, que o dominio C 3 tambem poderia es-



tar envolvids nesta ligagao (ALLAN, R. and ISLIKER, H., 1874,
OVARY, Z. et al., 1976). Na Igh o sitio asta Ioca-
Tizado no dominio €4 da cadeia p (MULL! LHAL,

Todos esses itrabathos citados, fora gatizados, wtifizands s

molecuiz de anticorpu digerida. informsafoes mais recenies. iem
salientado a importancia da integridade da m@%écs?é de anti -
corpc para a ativacao do sistema complemento: a capacidade ds
fixar complemento do fragmento Facb da Igh de coeltho obii

digestao desta imunoglobulina com plasmina, bem como dalgh tra-
tada com acido, foi inferior aqguela da IgG nativa { COLOMB,
and PORTER, R.R.,.1975):; a redugao das pontes de dissulfeto da
IgG de carneiro ou de coelho, determinou uma diminuicac na ca

pacidade de fixar ccopiemento {SCHUR, P.H. and CHRISTIAN, G.D.

1964); & maxima fTixagzo de C1 ao complexc antigeno-anticorpe,
era dependente da integridade de determinadas ligacoes cova -

lentes e outras nao covalentes da imunogiobulina {[PRESS, E.M.,

1875). 0s dados apresentados sugerem cue cutras estruturas da
molecula do anticorpo, alem da regido Fc, sao imporitantes no

fenomeno de fixagao do sistema complemento, indicands tamben
gque a integridade da estrutura tridimensional & importante pa

re essa atividadse,

— Para que (i passe da forma inativa para a Torma &
tivada TT parece que no minimo dois processos estde implice -
dos: a ligagdo do £ &s imunoglobulinas Iga e IgH atraves do

Cilg (ISLIKER, H. &% al., 1973; REID, K.B.M. and PORTER, R.R.;



1975), e subsequente ativacao do Cls. A ligagao do Llg & 40

noglobulina por um mecanismo desconhecido desencadeiz a mud

£ a i

[

ca conformaciocnal de

que desencadeia a ativacgao do Clv {(HAFF, G.B and RATHOFF,
1968, VALET, 6. and COOPER, N.R., 18974: ZICARDI, R.H.

COQPER, N.R., 1976), o gue resulta na clivagem de ligacGes

g e induz uma aiterag 30 nao enzimabi

tidicas no Clr, e uma vez ativado atraves de clivagem profeo-

17tica ativa o Cls (VALET, G. and COOPER, H.R., 1974a; SAKA

K. and STROUD, R.M., 1974; ZICARDI, R.H. and COOPER, H.R.,1978).

0 Clr n3o tem funcio apenas de ativador do Cls, mas servetfam-

bem como elemento de ligagio entre os componentes Llg e Cis na

na macromoliecula C1. Uma vez o Cls ativado, adquire a capsa

dade de ativar C2 e €4 e assim so dasencadeia a via ciassica
do sistema complemento (KINSKY, S.C., 1972; RUDDY, S., 19723
MULLER-EBERHARD, H.Jd., 1975). ntemente, GOEHRS et al.(3977)

.

estudands o mecanismo de ativagac

do C1 com ¢ sistema naplend

anticorpo, sugeriram que o Clq participa apenas como ‘suporie

para ligar (1 ao imuno complexo, nag estando diretamente &

ey

vidovido no processo de ativacao do C1. Sugerem ainda ss autp

res, que a ativagao pode ocorrer quando ¢ complexo hapiend

ticorpo se combina com o ponto de juncao central de Cig.Cir,Cis.

— A maior parte das informagoes sobre a biolegia
lecular do sistema complemento tem como base os estudos de
bicao. Cecm o sentido de elucidar o mecanismo de Tigagao do

a molecula do anticorpo, COmpo imicos simp

i

tos g

s



cias biologicas tem-se comportado como potenies inibidores da

ticos e alguilas) sdu capazes de inibicer 2 inlervagav de  lghd

A~ ¥
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tuidas por haletos de benzila, come potentes inibidores do com
plemento de cobaia. BERNARD, A. et al.{1976), demonsltraramque

os eritrocitos de carneiro guando tratados com schbrenadan tes

o

de c2lulas de baco e timo de camundongos. fornavam-se resis -
tentes a lise por complemento de cobaia. O ﬁrétfﬁcét@ tratado
dessa maneira era portanto, capaz de fixar o Cl, mas pao de a
tiva-Tlo tornando o L1 fixado, irreversiveimente inibido.

SUBA, E.A. and [SAKD, G.{1978), apresentaram ayidencias de que
o colageno e o Clq sio capazes de sz ligarem aos mesmos sitios

tanto na hemacia de carneiro, COmMO

e
a8
Wt
et

plaguetas humanas: guan
do Clgq ou colagsno bovino era incubado com EA antes da acigas
do complemento, ocorria inibigio da imuno hemolise. LANGONE
J.Jd. et al.(1977), demoastraram que a lise de eritricitos  de
carneiroc sensibilisados com anticorpos anti-Forssman, frente
ao complemento de cobaia, era inibida pela acac da concanava-

lina A (Con A). LOOS, M. and KONIG, W.{[1977}, trabalhando com

hapteno-proteina (DNP-HSA), verificaram que o complexo DNP-HSA.

interage com £lg e cue DNP-HSA tem efeito inibitdrio sdhre o
€1 ativado: e esta ibicao depende da conceniracio do HSA. £
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P1ga dirgnaEente 40 widg

£ sugerido, uma vez que o DHP-HSA se

come o Taz o complexo antigeno-anticovrpe, que tal modelo po-

o

deria ser muito proveitecss no estudo dessa funcido biologica.

0s Lrabalnus menciunados acime s6hre inibicgao da

- - " - » + a 7=
nuno hemclice utilizawvam coma ofotoras dosca dnibichn  ou com

. w : : .

postos quimicos definidos, ou moleculas de proteinas alteradas
estruturalmente. Entretanto, varios autores ja havian damons-
trado anteriormente que os préprias imunasoros anti-hemolisi-
na eram capazes de inibir a imuno hemolise (LA PORTE, R. et al.
1950 ; ROMEYN, J.A. and ONYSCO, E., 1964; KIMURA, I. et a?,;
1970), ou de reforcar tal atividade hemolitica {STERIL, dJ. and
RIHA, I., 1965; DRESSER, D.W. and WORTIS, H.H., 1965, and
HUMPHREY , J.H.,1967) . RANGEL, H.A.(1988), trabainando cod soros
de cobaias anti-IgG de coelho, verificou que tais inunescros g
ram capazes de inibir ou de reforcar a imuno hemolise, depen-
dendo das prapriedaées hemoliticas dos sorecs usados. A dife -
renga nesses soros, estava relacionada com a proporgcaoc relatl
va de anticorpos tipe vyl e ve..

SAKURADA, J.K. (1974), empregando o modeld proposto pov RANGEL

!

H.A. (1968}, observou que o soro de carneiro anti-Igh de coe-

ho, atravas a técnica de hemolise passiva indireta, possui a

-

capacidade de inibir 2 lise do complexo Hem.SAB.anti-SAB ou de
reforga-la em dependéncia da concentragao utiltizada na experi

ancia. Foi possivel demonstrar, gque estas atividades eram in-

%)
[ERY
Y

{

dependentes e estavin ligadas acs dois tipos de moleculas  de
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imunogliobulinas, Ig% e Tgf. A primesir

k]

reforgando a tise. Esta nomenclatura de 1gS e IgF, foi sugeri
da por ESTEVES, M.B. et al., ([1874).
TrabaThos mais vecentes realizados nzste laboratoric { CAMARGD,
N.F 1977}, tambew voltados para o o3ty
no hemdolise por anticorpos anté«lg@,‘dgmﬁﬁs@?aram cue  existe
uma relagao ?inear entre o logaritmo da guantidade de igS-an-
ticorpo e o logaritmo da funcao Y/1-Y, sugerindo que a IgSe o
omplemento competem pelos mesmos sitios de Tigacac, ou gus 83
tes sac muito pyoximos. E, que por outro lado, a IgS foi capaz
de jmpedir a lise do complexo EA, mas pzo foi capaz de impedir
a lise do complexo EACT, indicands cue a Ig5 dmpede a T
de CI.
Tais informacbes obtidas neste laboratdbric, possibilitaram o
questionamento dessa inibigic da imuno hemdlise pels molecula
de 1gS, sugerindo a possibilidade de um efeito competitive des
te anticorpo sdbre o sitio de fixagdo do Cl. — O presente tra

balho foi entac realizado., no sentids de se veri

Jeb

23]

et

o
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]

Tluéncia da I1gS anticorpo na fixagac de C1 atraves d

beracao do compiexo EACT.
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ANTTIGENOS E IMUNE-~SOROS

Sore normal de coeinoe - U soro normal de coetho Toi obiido a
partir de sanguz ¢olotadl 59 fuwludduiu Sh Giwngs scoiuibos Ibu-

Saov Paulo. Este soro era armazenado a - 2000 ats o moments de

Uso,

lgG de coelho -~ Obtida do fracionamento do soro normal de cos-

Tho inicialmente por precipitacdo a 50 % de saturagio com solu

“

s

cao saturada de Suifato de Amdnia, segundo indicactes de KABAT
& MAYER (1964); e posterior cromatografia em DEAE-Celulose se-
gundo instrugoes Tornecidas for SOBER 2t al., (19355). Aliguoios
da fracao precipitada ceontendo 12 g de proteinas fotais eran
cromatogratadas em coluna de DEAE-Celulose (38 x 2.5 c¢m) equi-
librada com tampao Fosfato de Sodic 0.01 M pH 8.0, centrolandg
se o fluxo de eluigac para 60 mi/hatag coletando~-se amostiras de
6 mi/tubo. Nessas condicoes de pH e forga ionica, a maior par-
te da Tg¢gG passa livremente pela coluna. 0 controle imunoceietre

foretico dessa fragdo 1gG, frente a um soro de carneivo anti-

$O0ro normal de coelho, apresentou apenas um arco de precipitacioe.

+

Soro normal de carneiro - Carneiros normais foram sangrados por

puncaoc venosa, e 0 soro obtideo, foi armazenado a - 2000 ate o

momento de yso.

Igs do soro normal de carneiro - A I1gS do soro novmal de carpe




ro foi obtida atraves da cromatografia em DEAE-Celulose (DL 5
em coluna {42 x 2.0 cm) a partir de porgoes de
contendo um %otal de 1.98 g de proteinas. A coluna foi previa-

mente equilibrada com tampdc Fosfato de Sodic £.0065 ¥ pH 8.0 e

]
ada
o
webe

W N .t —~ N KR \ oy . S TV ] i I
oteina foi eluida com o mesmo tampac, 2 um viimg ge 60 miy

2 p

-t

hora, coletando-se 5 mi/tubo. As fragﬁes etuidas num volume ds
40 a 90 ml eram reunidas, dialisadas contra agua distilada a
20C durante 2 horas e liofilizadas. O controle imupocietroforg
tico dessa fragao 1g$ frente a um soro de coeiho anti-soro nor

mal de carneiro, apresentou apenas um arco de precipitagaoc.

Soro de coelho anti-estroma de hemacias de carneirc {(Hemolisina)-

nticorpos ns

&k

Cedido pelo Dr. H.A. RANGEL, continha um titulo de

mol5ticos de 1:1000.

Igh do soro de coelho anti-estroma de hemacias de carneirc - A

fracdo Ig& da hemolisina, foi obtida atraves de cromatografia em

gS
o
-
Wy
whi
]
L
fun
[4M]
™~

coluna de DEAE-Celulose, (41 x 2.0 cm) a partir de
ml do imune-soro, contendo um total de 1.4 g de proteinas. A co0
Tuna foi préviamente equilibrade com tampao Fosfato de Sodio

0.02 ¥ pH 8.0, e nessas condigoes a Igh passou Tivrements & um
rétma de 60 mi/hora, coletando-se amostras de 5 mi/tubo. 0 con-
tréle fmunceletroforético dessa Igi frente a um soro de carnei-
ro anti-soro novmal de coelho, apresentcu apenas um arco de prg

=z foi chamada de F1 ou hemglisina A,

cipitacBo. Tal fra:

Soro de cobaia anti-estroma de hemacias de carnsirs [ Hemolisi




[

na Acb) ~ Cobaias foram imunizadas com estroma de hemacias de
carneiroe seguindo-se as indicacgoes do esguema pronosto por

KIMURA et al., {1670).

imunizados por inoculagﬁelnos linfonodos, de 0.5 ml da mistura
em partes iguais do antigeno (10 mg/ml) e de adjuvanie comple-
to de Freund; gquatro semanas apds a primeira dose, 05 animais 7o
ram inoculades por via intramuscular. com 1.0 ml da mistura em

partes iguais do antigeno (10 mg/ml) e de adjuvente completo de

Freund. 0Os animais foram sangrados duas semanas apos a ultime

dose. 0 soro era entao separado, inativado & 569C durante 30 mi-
nutos, e acondicionado a - 200L ats o momento de uso.

ik
o

Soro de carneiro anti-soro normal de coelho - Carneiros foram i

munizados pela inoculagio intramuscular de quatro injecdes de
1.0 ml da mistura em ?artes iguais do antigeno {10 wmg/ml)  em
adjuvante completo de Freund, com intervalos de 30 dias entrs
cada jnoculagao. A seguir, foram efetuadas duas inoccutlagoes in
tramusculares de 1.0 ml da mistura em partes iguais do antige-
no (10 mg/ml) em solugaoc de NaCl 0.15 M com intervalos de sete
dias entre cada inoculac3do. Ap0s uma semana da ultima inocula-
¢3o, 05 carnegiros foram sangrados, separado o soro, inativado

a 560C durante 30 minutos, e armazenado a - 209C ate o uso.

Soro de carneiro anti-IglG de coelho - Cavneirss Tovam imunize-

dos com a Ig6 de co2iho, seguindo-se o esquema preconizado por



ESTEVES et al., (1974).

IgS e IgF do soro de carneiro anti-IgG de coelho - Para obten

caop de IgS e IgF anticorpos, 30 ml do scoro de carneire anti-
IgG de coelho numa cencEQtragﬁg nroteica totel de 2.3 g, fo -
ram cromatografados em coluna de DEAE-Celulose (DE 52} com di-
mensces de 55 x 1.0 cm. A coluna foi previamente eguilibrade
com tampio Fosfato de Sodic 0.005 H pH 2.0, e nessas condigh es
passa livremente um primeiro pico de proteina, a Ig5, contro-
}ando?se o fluxc para 60 ml/hora, e celefando~se ampstras de
6 m1. Em seguida foram empregados para eluicao varios tampoes
de Fosfato de Sodio: 0.01 M pH 6.3; 0.04 ¥ pH 6.0 ¢ 0.1 ¥ pH
5.8. Nessa variacgdo da forga ionica ate 0.04 M e do pH ates.?

uma outra fracdo proteica e eluida, tratando-se da IgF. A ca~

racterizacao imunoeletroforgtica dessas imunoglobulinas IgS =

fondn
i

(2]

IgF pode ser comprovada, guando testadas frente a um Soro <

coelho anti-soro normal de carneiro.

SOLUCUES TAMPUES - As solucOes tampbes de Fosfato de Sodio em

pregadas nesses experimentos, consistiam de solugdes de Fosfz

o

tos primario e secundario de Sodio, nas proporcées exigidas pa-

rara a obtencdo do pH e forga ionica requerida pela experien-

cia. 0 tampio vercnal sodico, contendo quantidades otimas de

S

_}.

++

Ca e Mg =, foi preparado segundo MAYER et al., {(15948) com a
adicao de gelatinz 2.1 % como indicado por STEIN & VAN NGU

(1950). 0 tampao varanal sodico contendo EDTA 0.01 Maph 7.4
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foi preparado de maneira similar, com oxcessao da ausencia

[
[

++

Ca++, Mg e gelatina.

COMPLEMENTO ~ Como fonte de complemento. foil utilizada a mis-

tura do soroc de 2C a 30 cobaias normats. tsta mi de g0~

o

i

Tur

ot
.
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ros era liofilizada e armazenada a - 209C ate o & Uso.
0 titulo de complemento, determinade de acerdo com as instru-
goes fornecidas em MAYER et al. (1946, 1948}, era expresso em
CH 50 unid./mi. Os reagentes C1 e Rl foram preparados a par-

tir do soro normal de cobaias pelo metodo da diluigao, sequn-

do as indicacdes de KABAT & MAYER (1951).

HEMACIAS DE CARNEIRG -~ Como fonte de hemicias, o sangue de car

neiros normais, coletado assepticamente por pungao venosa. &
tgual volume de solucaoc de Alsever esterii, KABATS& MAYER (1951},
foi armazenado a 49C e utilizado nesses experimentos. Estas he

macias foram utilizadas entre o 72 e o 400 dia apls obtengdo.

PADRONIZAGCAO DAS HEMACIAS DE CARMNEIRD - As hemacias eram lava

das em tampac veronal isotonico, e padronizadas de modo que a

rbancia de

%]
€

oy

ditui¢ao 1:10 em agua distilada, fornecesse uma ab

9

0.42 a A = 550 nm. Esta suspensao contem 5 x 107 hemacias /ml

aproximadamente.

PREPARG PO SISTEMA HEMOLITICO - O sistema hemelitico era pre-

parado, misturandc-se volumes iguais de suspensao de hemacias

de carneiro padronizadas + hemolisina A diluida a 1:50 eam tan

.

pdo veronal isotonico, ou hemolisina A, diluida 3 1:40 em tam
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A na concentracan de 0.01 M, Em segui

pao veronal contendo ED
da as misturas eram incubadas a 379 durante 30 minutes. Apos

o periodo de incubacio, o sistema hemolitico em dependancia

w

hemolisina wutilizada, era Tavado Tros vezes com tampac verona

isotonico (hemviising Aj, Uu campavu verupai COTA i veEL, Su-
guida de duas lavagens com tampio veronal isotonico (hemolisi-
na A_ ). As suspensbes de hemacias de ambos sistemas hamo 174}

cos eram repadronizadas de modo que uma diluicao a 1:5 em agua

distilada desse uma absorbancia de 0.420 2 ) = 550 nm.

DOSAGEM DOS REAGENTES C1 e R1 ~ Na dosagem de C1 e R, 0.5 mi

de diluicoes seriadas de C1 eram misturadas a 0.5 m} do siste
ma hemolitico EA., ® incubados a 09C por 30 minutos, ApGs esse
tempo, 0.5 ml de diluicbes seriadas de R1 era adicionado ague

les tubos perfazendo uma titulagio em bloco + 1.0 ml de tam-

et
fad
[
%3]

ndo veronal isotonico, e incubagao a 379C durante 45 min

Decorrido o tempo de incubagao, os tubos eram centrifugados a

fu
e
L]

1060 rpm durante b minutos, e o grau de lise era determin
pela absorbincia dos sobrenadantes a A = 550 nm. 0Os controles

individuais de C1 e Rl quando incubados com o sistema hemold-

tico nezo apresentavam lise.

PREPARO DO COMPLEXO CONSTITUIDO PELO SISTEMA HEMOLITICO £ €1

PARCIALMENTE PURIFICADO ~ O complexo EACI foi preparado, mis-

concentra goes

i

turando-se partes iguais do sistema hemolitico

variadas de C1 diluido em tampao veronal isotonico. A mistura



era incubada a 00C durante 30 minutos, e apos esse tempo, la-

vada com tampio veronal isotonico e repadronizada, de modo que
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a diluicao a 1:5 desta suspensac distilada, forneces

[
-
e
o

se uma absorbancia de 0.472 a = 5°

DETERMINACAC DA UNIDQD& CTHaG - Para determinar uma2 unidade de

C?HSO, 0.5 ml de varias diluigoes de C1 foram adicionadas a
0.5 ml do sistema hemoi?ticolEﬁcb e incubadas a 00C durante 20
minutos. Apos esse fempo, adicionou-se a cada tube 1.0 m1 de
tampao veronal isotonico + 0.5 m1 de Ri diluido a 1:4 em tam-
pdo veronal isotonico, e novamente se incubou a 379C durante
45 minutos. Apos a incubagac, os tubos foram centrifugados e
a absorbancia dos sobrenadantes foi deteraminada a 4 = 550 nm.
A unidade C?HSQ determinadas nessas condigoes corresponde &

diluigao 7:3000 do C1 utilizado.

AGAO DA I1gS SOBRE O SISTEMA HEMOLITICO EA - A influgncia da

vl p

1gS anticorpo na inibicio da lise do sistema hemolitico, fo

verificada atraves a mistura deste sistema com yariadas con -
centracoes de IgS (N de Ac/ml) seguida de incubagzo a 379C dy
rante 30 minutos. Apds a incubacgac, as diferentes misturas o
ram lavadas duas vezes com tampao veronal isctonico. 0 sedimen
to das misturas foi entao ressuspenso em 2.0 mi do tampao, adi
cionade de 0.5 ml de complemento ﬁa concentracao de 8 CHSO/m1
e reincubado a 37¢C durante 45 minutos. Apo0s esse tempc, 05 U

4

4ns e as ahbsorbancias dos sobrepadantes fo

bos foram centrifug

ram determinadas a A = 550 nm., Verificou-se que 2 ug de N Ac/ ml
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era suficiente para se gbter inibig

DOSAGEM DE PROTEINAS - 0 teor de proteinas foi determinade pe

1o reative do Biureto segundo WEICHSELDAUM [1946), ou pala ab
orcao da Tuz ultravicieta no a2 = 280 nm, em um espoctrofoto-
metro Zeiss PHMQ II, utilizando~se cubetas de quartze com 1 cn

de caminho Gtico.

IMUNCELETROFORESE  0Os experimentos de imunoeletroforese Toram

realizades conforme as indicagoes de GRABAR & BURTIN (1964 ,
empregando~-se placas de vidro 12 x 9 cm contendo uma camada d=
1.5 mm de agar a 1 % em tampao veronal 0.05 M pH 8.4, e um gra

e de potencial de 6 volts/cm durante 1 hora.

fo

dien

PRECIPITAGAC EM MEIQ LIQJIDO - Foi empregado o maiodo d

{1

HEIDELBERGER & KENDALL (1935), segundo instrugoes fornecidas

("1"

por KABAT & MAYER {1968). A quantidade de pr inas dos preci

..hq.’
=%

trica uti-~

Iy

nitados foi determinada pela técnica espectrofoton

lizando-se o reagente do Biuret
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RESULTADOS

1 - QUANTIFICACAOG DE C1 FIXADO AO COWPLEXD EACT:

0 presente experimento fToi resiizado com o obietliveo

4 B O VIO . -~ . P .o -
GO SO LGonerinnay Wad cunlentracac de o GUE mhLivEadi Eil i

geiro excesso com relacao 3 capacidade tigante do sistema he-
molitico - EA em uso. Para tal foi empregado um reagente (1

recentemente preparado, contendo 3000 QE%BQJmE, como menciona
do em material e metodos.

Para se determinar a capacidade de Cl se Tixar ao EA
e formar o compiexo EAC!, varias unidades de C1 em um volume
definido, foram adicionadas a jgual volume de EA e incubadas a
00C duvante 30 minutos. Passado esse pariodo, as misturas fo
ram centrifugadas a 1000 rpm, e o C1 presente nes sobrenadan-
tes foi dosado. ?atgges de 0.5 mt de diluicoes seriazdas dos 50

¢

brenadantes, foram adicionadas a 0.5 ml dg sistena heno

T
and

EACb, misturadas e incubadas a 09C durante 30 minutos. Apos a3
sa incubagao, foram adicionadas a cada tubo 1.0 i de tampao
veronal isotonico + 0.5 ml do reagente Rl diltuido a 1:4 e as
misturas foram reincubadas a 379C por um periodo de 45 minu-
tos. 0s tubos foram centrifugados'a 1000 rpm, e 2 absorbancia
dos sobrenadantes foi determinada em espectrofotometro Cole-
mann Jr. a um comprimento de onda X = 550 am. As leituras ob-
tidas desses sobrenadantes permitiram a detevrminacao deuma me-

dida relativa das uridades de C1 nao fixadas ao complexo KA,



e por subtragao de numero de unidades de 01 adicicnadas, tin-
ha~se o numero de uynidades fixadas.

Na tabela estao represent

—
o
{3
£
T
L0
[
W
=3
4]
4y
b
¢
o
oty
Tk
<
£
i}
i

[l

ta esperiencia como unpidades d

[yl
[
i
[ot)
£
ol
[]
i
.1
pri
fat
£
o]
I
e
w
w
.
Q_}
3
)
—
]
(o]

Tixadas por mi. Como paaé~sé veriticar. a gquantidade de L1 73
xada ao compiexo tende a va?orés assintoticos, sendo qus a par
tir de 15 unidades adicionadas, parece existir ja um excesso deo
C1 para a formagia do EACI, nao havendo grande aumento na quan

tidade de C1 fixado,.

Tabela 1 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE C1 NO COMPLEXO EACT.

Unidades de C1/ml

Adicionadas Fixadas Mao Fixadas
1.2 1.1 0.1
2.5 2.3 a.1
5.0 6.5 0.5
10.0 8.4 - 1.b
15.4 10.5 ‘ 4.4
20.0 14.56 5.4

40.0 17.5 22.5




Z - INFLUENQZ% DA IgS-ANTICORPO NA LIZERACA

X0 EACT

F e et s RE a0 . az ™y I ©oLr
LOWMD MgnCiunaQy £ oMaterial £ megwedids>, il Gemond -

Prado que a TaS-anticnrna ns ecnncantenscia da P opa oda Mda f0dmd
era suficiente para inibir 100 % da lise de EA. O presente ex
perimento foi realizado com vistas & se verificar a capacida-
de da IgS-anticorpo em liberar Cl do complexo EACT, que foi pre
parado na presencga de 10, 15, 20 e 40 unidades de C}. Ao conm-
piexo EACT, contendo diferentes concentracoes de unidades de
Cl, adicionou-se a IgS-anticorpo na concentragao de 2 ug de N
de Ac/ml e as misturas ficaram a 09C por 30 minutos. Em segui
da, os tubos foram centrifugados e 05 sobrenadantes fToram em-~
pregados para a dosagem de C1. 0 C1 nzo fixado ao sistema he-
nolitico, presente nos sobrenadantes da primeira etapa desse
experimento, ¥oi dosado, e desses dados poude-se quantificar o
nimero de unidades Tixadas ao sistema hemolitico £A. Como cop
ttéie da ]ibe?agéc de C1 das diferentes misturas, ao inves de
IgS-anticorpo, adicioncu-se tampdo veronal isotonico nas mes-
mas proporgoes de volunme,

MNa tabela 2 acham-se representados o©s nﬁmeros de u-
nidades de C1 fixadas ao EA e as liberadas pela influencia da
IgS-anticorpo, e, COmO confrBIe dessa liberagdo foi utilizado
o tamp3o veronal isotonicc. Esses dados mostram que a IgS-an-

ticorpo fol capaz de liberar concentracoes variadas de unida-
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anificante com ¢ tamp3ao veronal isotonico empregado <omo con-

trole,

Tabela 2 - INFLUENCIA LA I1gS-ANTICORFO NA LIBERALAD DE LT DO

COMPLEXO EACT.

Unidades de C1 Unidades de €1 Tiberadas pela
fixadas ao EA acao de
‘Tampao IgS-Ac
8.0 0.1 | 1.6
10.5 0.3 3.0
14.0 G.3 -2.8
17.0 0.5 2.9

Com a finalidade de verificar se a IgS normal era ca
paz de liberar C1 do complexo EACY, o presente experimento foi
realizado, misturando-se volumes iguais de EA e Ci numa concen
tragao de 15 U/ml. O%tido o compliexo EACE, trabalhou-se em pa-

ralelo com 1g$ normal, IgS~anticorpc e tampaoc veronal isotoni-
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co, empregando-se a mesma metodologia da experiencia anterior.

Us resultados apresentados na fabela 3 demonstran
que apenas a IgS-anticorpo foi capaz de liberar [1 d
%0 EACY, o que nido ocorveu com a 1¢S5 normal que se¢  comportou

coma ¢ tomnan, Eg

n
%]
)
2]

d

o

{

dss ferneceﬁlsuﬁs?éies que parmiten jus
tificar a capacidade da lgS-anticorpo em liberar €1 do comple
xo EACY ja formado, como uma agdo ligada a propriedade biclig-
gica do anticorpo, mais explicitamente, do comprometimento de
sTtios de fixagdo do C1 relacionados 3 interacdo antigeno- an

ticorpo,

Tabela 3 - INFLUENCIA DA IgS NORMAL NA LIBERACAO DE C1 DO COM
PLEXO EACT. |

Unidades de (] Unidades de C1 Tiberadas pela
fixadas ao LA agao de
Tampao IgS-N IgS-Ac

13.5 | 0.1 0.1 2.8




3 - INFLUEMCIA DA FORCA IONICA NA LIBERACAG DE C1 DO COMPLEXD

EACT PELA ACAQ DA IgS-ANTICORPO

Varios autores teg demonstrade a émprrﬁéﬂcia da far
ca iéﬁ%ca no mecanismo de fixagio do complementor variagdo da
atividade hemolitica decorrente da forga ionica do tampao di-
luente (KABAT, E.A & MA¥ER, M.M., 1961), e posteriormente de-
terminada como otima para minimizar a dissociagac de €1 do com
plexo antigeno-anticorpo, a forca ionica 0.065 u (RAPP, H.J .
& BORS0S, T., 1963); e ainda, evidencia de éue o C1 seja elui
do do complexo EAC'la pelo aumento da forca ionica (BORSOS,T.
& RAPP, H.J., 18965, COLTEN; H.R. et al., 1968}, sendo demons-~
trado inclusive a dependencia de uma forga ionica de 0.115 u

para a ttansferéncia de C1 entre complexes de EAC’]a e EAC' 4
(BORSOS, T. & RAPP, H.J., 1965; LINSCOTT, W.D., 1969).

De posse dos resultados anteriores que comprovam 2
liberacdoc de C1 do complexo EACT pela agao da IgS-anticorpo .

o presente experimento foi realizado com vistas a se verifi -

[$E
4
73]

car a influgncia da forga ionica do sistema diluente nessa 11
beragao de C1. 0 experimento de Tiberagdoc de C1 pela acan da
IgS-anticorpo foi feito, empregando-se como diluentes do meio
tampao veronal isotonico 0.15 u, ou tampdc veronal sacarose
0.065 u.

0 grafico da figura 1 mostra ¢ resuitado da dosagem

de C1 liberado nests experimento, incluindo os coniroles dos



tampoes mencicpnades sem a presenga di Lgi-anticorpo. VPode-se

verificar portanto, que nfo houve influsncia da forga ionica ns

liberagao de L1 do compliexo EACT pela aguo da IgS-sniicorpo.

2.0

Libevradas

Y

.

o
1

C1

¥
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300 400 500 1000
| ng de N Ac/ml
FIGURA 1T - INFLUENCIA DA FORGCA IONICA NA LIBERACAD DE €} dao
COMPLEXO EACT. TYI o—-o0, TVS e--—8.
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DISCUSSAD

Experiencias anteriorss tinham salientado a impor-

tancia da intogridade estrutural da molecula de anticorps

e
A

e

ra a ativagao do sistema complemento. De fato a capacidade de
fixar complemento sempre era reduzida guando a estrutura tri-
dimensional da molecula do anticerpo era alterads seja  atra-
ves de tratamento quimico ou enzimatico (SCHUR , P. H. &
CHRISTIAN, G.D., 1964; COLOMB, M. & PORTER, R.R., 1975; PRESS,

E.M., 1975).

Algumas investigacoes foram feitas com o sentido de
verificar se era possivel estudar a fixagao de €l ao EA  <em
intréduzér aétetagﬁes estruturais na moizcula do anticorpo. O
fengmeno da inibig3o da imuno hemolise por sovos anti-IgG vem

sendo explorado com essa finalidade por alguns autores

RANGEL, H.A. (1968) estudando a agao dos sores de cobaias an-

<
=

ti-1gG de coelho, sobre as hemacias sensibilizadas com o CG

o]
g4}

piexo SAB.anti-SAB, veréf?coa que a lise nesse sistema ar
tritamente dependentie da natyreza dos SOT0Ss de cobaias anti-
IgG de coelho e n3c das imunoglobulinas do complexo SAB.anti-SAB
utilizado na sensibiiizagdo das hemacias.

Observagoes paralelas foram feitas por SAKURADA,J.K. {1974) enm
pregahdo soros de cavneivo anti-IgG de coelho. A autora demons

trou que estes soros eram capazes de inibiv ou de veforgar 2



lise do sistema Hem.SAB.anti-SAB, dependendo da conceniragac

3

utitizada e que estas propriedades estavan relacionadas com &

presenca de imunogliobulinas dos tipos IgS e 1

1.
D

de inibir e esta reforcar o grau de ‘1ise das hemacias sen-

sibilizadas. Come a I49S nao

]

capaz de Tixar comniementso pela
via classica (ESTEVES, M.B. et al., 1974), a2 sua presenga no

ensaio representa um inibidor em potencial da ativacao do com

plemento. Demonstrou ainda que ocorvia inibigac total da imu-~
no hemolise, guando se adicionava ao sistema a IgS espetfféca
para determinantes antigenicos tanto das regioes Fab quanto da
Fc da molecula de IgG de coelho. Tal inibigao, sugere a impor
tancia de ambas as regioes Fab e Fc da molécula de IgG de co-
eiho.

CAMARGO, N.F., (1977}, trabalhando com hemacias sehs%bélizadas
com a fragéo IgG do soro de coelho anti-estroma de hemacias de
carneiro, observou uma re?agﬁo linear entre o logaritmo da
quantidade de IgS e o_1cgar?tme da fungao Y/1-Y. Tal relacgiae
sugere que @ 1gS e o complemente competem pelos mesmoes det
minantes, ou determinantes preximes na melecula de EgG. Ohser
vou ainda, que a IgS era capaz de impedir a lise do compiexo
EFA, mas nao a do EACY. Este fato indica que a lg>, uma vez com
binada & IgG, impede a fixagd@o do C1 ao complexo EA. No entan
to experiencias de absargée, revelaram que a guantidade de Ig5
absorvida por EA ou por EACT foi praticamente 2 mesma e 0S 350

brenadantes dessas &hsorgdes se comportavam de mapeira simi-



lar em relacdo a inibigio da imuno hemolise, sugerindo  des
maneira que o C1 era liberado do complexo EAC] pe la agao da Ig5.

0s dados disponiveis ate o momento nao perniien es-
clarecer o mecanismo de inibicio da imuno hemolise pela 1g$5,

nap sa sabhendo s& o5t

j
:"5

ihi

o "J

20 ocorre devido a un impediman-
to esterico do sitio de ativagao da molecula do anticorpo ou
a modificacgoes a]ostéricas na molecula de imunoglicbulina.

A hipotese, ecorféncia de modificacdes alosteri ¢ as
na molecula de imuncglobulina pela acao da IgS foi investiga-
da no presente trabalino procurando-se verificar inicialpente
se a IQS era capaz de liberar C1 do compiexo EACT.

0 estudo da guantidade de €1 fixada ac compiexo EA mostrou gue
o complexo EA esta praticamente aatu?aéa de €1 gquando se uti-
liza 15 {guinze) cu mais unidades de compiementc na sua prepa
.ragéa. Na verdade, a partir de quinze unidades de complemento

2 quantidade de C1 fixada ao compiexo tende a valores assinto

ticos.
Foi observado que 2 ug de N de anticorpo/ml de Ig5 inibem to-
talmente a lise do EA. Com hemacias EACI contendo guinze  ou

majs unidades de complemento se obtem uma liberagao do C1 gue
& significantemente maior do que aquela observada quando se a
diciona tampao ou 1gS normal

Quando foram utilizadas hemacias EACT preparadas com diferen-
tes quantidades de C1 fixadas, verificou-se que uma mesma do-
se de anticorpo liberava praticamente a mesma quantidade  de

C1 desde gue o compiaio EAu; contivesse dez ou mais unida des



de €1 fixadas.
Fsses dados sao concordantes com as obsarvagoes de ROMEYN, J.

A. & ONYSKO, E. (1964) o3z quais verificaram gue exisie uma vs

lacao direta enire a proporcaoc da guantidade de compiensnio @
Am e T3 e S e ey sy e et bt T e g Lo b e P
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ja, aumentando a concentragao de complemento ccorvia uma ¢imi

nujcao no grauy de inibicao da Tise para uma mesma dose do an-

ey

ticorpo anti-IgG. O aumento no periode de incubagac tambem fo
um fater limitante para a inibigao da lise.

Os nossos dados e os de ROMEYN, J.A. & ONYSCO, E. podem ser ip
terpretados com base no equilibrio dinamico entre duas reagdes
independentes gque competen por sTtios identicos ou proximos:
uma reagéo entre I1gS e IgG e a outra entre 1 e 1gG.

Como demonstrado no trabalho de BORSOS, T. & RAPP, H.J. (1983

L—

a fixacdo do C1 ao complexo EA 2 reversivel, isto &, a many -
tencéo da forma macromolecular de C'la g dependente de condi-

cGes otimas de forga ionica. Desta maneira a IgS-anticorpo
te

m a chance de ocupar o lugar do €1, se considerarmos gue com
pTemento e anticorpo competem pelos mesmoes sitios. A capacida

de da IgS-anticorpo em liberar C1 do complexoc EACT, parece por
tanto estar relacionada com a sua afinidade pela molecula de
1gG, provavelmente muito maior que aqueala do C1.

Resultados igualmente ggmpativeis cow 0s nossos foranm ebtfdss
por KIMURA, T. et al.{1970} que utilizando soros de cao ¢ de

s

carneiro anti-Igh nzo purificada de coelho, demonstraram que



estes imunesoros eram capazes de determinar a liberacac do U

do complexo EACT42. A quantificagao do C1 liberado foi reali-

Tare

W

I eis]
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weady

zada por nos e por aqueles autores com tezcnicas sim
tudo o5 dados quantitativos devem ser tomados apenas como medi
das relativas peias seyuintes razoes: |

1 - 0 Cl utilizado nos experimsntos nac estava livre
de contaminantes, n3o se tendo assim uma ideia de quais os com
ponentes do complemento alem do C1 estavam realmente fixacos
ac compiexo EA.

2 - A quantificagao do €1 forneceu medidas relativas
em virtude da labilidade deste componente (BORSOS, T. & RAPP,

H.J., {1965). Uma vez tiberacdo do complexo EA, parte do C1 pods

;

ria ter-ze desnaturado e a dosagem ent@o realizada pode n2o sey

representativa de todo o C1 liberado pela agao da 1gS-anticorpe.

o

Dados mais exatos somente seriam obtidos atraves do estudo d
cingtica da reagio com a molécula previamente marcada com is0-
topos radiocativos,

A atividade hemolitica do complemento varia com a for
ca ionica do tamp3o diluente KABAT, E.A. & MAYER, M.M. [1967).
Essa atividade & maxima em uma forga ionica de 0.065 p RAPP, H.
J. & BORSO0S, T.(1%63), 6u seja, nessas condigoes, o compleman-
to de cobaia estd otimamente ligado ac complexo antigeno-anti-
corpo.
COLTEN, H.R. et al. (1968) apresentaram evidencias de gue o £'1a

& eluido do compless EAC'la pelo aumento da forga ionica, levan
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tando a hipbtese de que C'la estaria ligado ao complax

geno~anticorpo por ligagoes ifonicas.

-

forga ioaica, iem

5
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LINSCOTT, W.D. (1989} estudando os efeito

[l

peratura, classe de anticorpo e avidez scobre a fixagauv €& trans

feroncia de v ie¢, verificou malor ctransterencia ue v'la oo
EAC'1la para LEAC'4, empregando anticorpos das classes IgG G u
Igl, quando o tampao diTuente apresentava uma forga ionica de

0.15 u ;3 e gue o C'la nio se dissociava imediatamente do EAC'H4
como no EAC'4, porque o €'4 ligado a ceiula contribuia para @
1igag20 entre C'la e seus sitios de unido a superficie da ce-
tula. A transfer@ncia de C'la de celulas sensibilizadas com
1gG, foi melhor a 300C do que a 09L, ocorrendo o inverso com
a IgM ; e gue essa transferancéa scorreu no pericdo de quinze
minutos.

ﬁe posse dessas informagﬁes sohre ¢ efeito da fSrga
fjonica, investigamos a possibiiidaée da 198~anti¢arpa.§ibera?
menor guantidade de C1 do complexo EACT, empregando-se& um tan
pac diluente em que a forga ionica era de 0.065 u.
Como mostra o grafico da figura 1, ndo houve difersnga signi-
ficativa na liberagac do C1 do compiexo EACT pela agac da Igs-
anticorpo, quando se utilizou tampao na forca ionica de 0.065 p

ou de 0.15 p., Este fato sugere que a afinidade da IgS pelo an

ticorpo e bem maior gue a do complemento pelo complexs e sey

sTtio mesmo quande essa reacao e realizada em condiges otimas.



0 conjunte de dados apresentados no presente traba-

Tho em concordancia com Zqueles apressentados na literatura 52O
favoraveis 3 hipdtese segundo a qual a inibigac dz imuno hemb
lise por anticorpos anti-IgG se deve a uh impedimento esteri-

]

{

co do 5i%io de combinacac do U1 ou ae determipantes GUUATI U S

a ele.

st g

[

Contudo, 05 dados disponiveis nao permitem ainda a-
fastar a hipotese de que ccorram modificagoes atostericas na
molecula de IgG em conseguencia da combinacao com anticorpo s

anti-lgi,



RESUMO E CONCLUSOES
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cao de C1 do complexo EACT.

0s resultados obtidoes permitiram as seguintes conclusges:

1 - A adigao de IgS-anticorpo a complexos EACT, contende dife

rentes quantidades de unidades de C1, sempre provocou

liberagao de 1, ao passo que a adicao de 1gS normal

produziu o mesmo efeito.

2 -~ 0 ewprego de tampdoc com baixa forca ionica nac reduziu

a

nao

=

o

quantidade de C1 liberada pela agao do anticorpo, sugerin
do gue a afinidade da IgS pela IgG e major do que a afini

dade de €] p=lo imune complexo.

0 conjunto de dados sugere que a inibic¢io da imunc hemdli
se pela IgS deve-se provavelmente ao impedimento esterico

do sitio de combinacao.
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