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INTRODUCAO



A resposta de um organismo imunologicamente compe
tente a um antigeno & traduzida usualmente pela produgdao de anti-
corpos. A interagao entre o antigeno e o anticorpo resulta no imu
necomplexo, uma forma de neutralizacao e eliminagdo do antigeno.
Desta maneira a formagao e remogao destes complexos constituem ca

: .

. pitulo fundamental da defesa de um hospedeiro a patdgenos ou mesmo
a antigenos exégenoé ou enddgenos. Entretanto os imunecomplexos po
dem desenvolver um potencial lesivo para o organismo. A participa
gao dos imunecomplexosmna §atogénese da Doenga do Soro, hoje exem
plo de doenca por imunecomplexos, foi primeiro sugerida por von
Pirquet no inicio &o século. Cerca de 50 anos mais tarde os estudos
experimentais de Germuth 1957, Germuth et al., 1957a e b além dos
de Dixon et al., 1958 e 1961 vieram comprovar e ressaltar a parti
cipagao dos imunecomplexos como causa de doengas. Desde entdo, os
imunecomplexos vém sendo identificados em um nimero cada vez maior
de enfermidades, sejam elas infecciosas ou parasitarias, autoimunes
ou malignas. O envolvimento dos imunecomplexos na patologia se re
vela pela participagao em reagoes inflamatdrias, onde sua deposigao
em tecidos pode ativar o sistema complemento resultando em lesao
tecidual. Ao lado destas agoes, os imunecomplexos podem estar rela
cionados com os processos de regulagao do sistema imune, devido a
capacigade de'interagir com antigenos, receptores para Fc e recep
tores de complemento presentes-ha superficie de linfOcitos e macrd
fagos. | ‘

Considerando, entao, toda a importante participa-
g3o dos imunecomplexos na patologia humana, sua detecgdao e mesmo me -
dida tem sido exaustivamente pesquisada, no sentido de melhor co

nhecer sua patogenicidade e aprimorar os meios de diagndstico e

progndstico dessas doengas. Métodos para detecgdao e quantificagao
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de imunecamplexos devem levar em conta suas caracteristicas fisico-
-quimicas, propriedades bibiégicas além da sua deposigao em tecidos
ou presenca em circﬁlagao. A deposigao em tecidos & usualmente de
monstrada através de técnicas histoldgicas convencionais ou histo
quimicas, onde se ressalta a imunofluorescéncia. Os imunecomplexos
circulantes podem ser detectados por métodos que identificam o an-
tigeno especifico complexado ao énticorpo 6u por aqueles que sao
antigeno nao-especificos. Raramente os antigenos participantes dos
imunecdmplexos sao reconhecidos, o que torna o primeiro grupo de
métodos muito‘limitado. Todavia os métodos para detecgao de imune
'amplakm sem>o‘reconhecimento dos éntigenos tém, a cada teﬁpo, au-
mentado em nimero e sensibilidade. Revisdes recentes (WHO, 1977;
Sootﬁill, 1977; Nielsen, 1980; Theofilopoulos, 1980; Klein e Siminovich,
1981) se ocupam em considerar as aplicagdes e limitagoes dos prin
cipais métodos para detecgao de imunecomplexos circulantes. O qua
dro abaixo apresenta uma lista dos pfincipais métodos antigeno nao

-especificos.

QUADRO I - PRINCIPAIS METODOS PARA DETECGCAO DE IMUNECOMPLEXOS

5 _ *
CIRCULANTES, ANTIGENO NAO-ESPECIFICOS.

Métodos baseados 'em caracteristicas fisicas dos imunecomplexos

- Ultracentrifugagio analitica

- Centrifugagao_em gradiente de densidade
- Filtragao em gei |

- Ultrafiltragao

- Eletroforese

- Precipitagao pelo PEG

- Crioprecipitagao
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Métodos baseados em caracteristicas bioldgicas dos imunecomplexos

Técnicas de Complemento

Atividade anticomplementar por fixagao de complemento
Microtécnicas de consumo de complemento

Técnicas relacionadas com interagao dos imunecomplexos
com C1q purificado (precipitagao de Ciq em gel, Cig
precipitado pelo PEG, teste do desvio de Clqr Radioimu
noensaio de Cjq em fase sélida)

Técnicas de produtos de clivagem de C3 e C3

Método da precipitagao de C3

Radioimunoensaio para conglutinina

Técnicas de Antiglobulinas

Testes com Fator Reumatoide

Outros

Técnicas Celulares

Teste de agregagao plaquetaria

Inibigao da ADCC

Coloragao intracitoplasmatica de leucdcitos polimorfo
nucleéres

Liberagdo de enzimas de eosindfilos e mastocitos
Teste de inibigao de machfagos

Teste de inibigao de rosetas

Teste com céluias Raji

Teste com célula L1210 de leucemia



Outros Métodos

- Ligagado 3 proteina A de estafilococos

* Traduzido e adaptado de: Theofilopoulos, A.N.. Evaluation and
Clinical Significance of Circulating Immune Complexes,in Schwartz,
R.S.(Ed.): Progress in Clinical Immunology,Vol. 4, Grune & Stratton,
New York, 1980.

Entre as vantagens, desvantagens e limitagdes des
tes métodos, sao destaques a simplicidade e sensibilidade da medi
~ da de atividade anticomplementar através métodos de fixagao de com
plemento (Soothill, 1977). A atividade anticomplementar dos imune-
complexos pode ser medida pelo consumo do complemento, expresso pe
la caéacidade de o imunecomplexo inibir a agao hemolitica do cample
mento sobre um sistema indicador. Entretanto, nao apenas a liéagéo
de imunecomplexos a Clq pode levar 3 ativagdao e consumo do comple
mento hemolitico. Também agregados de imunoglubulina G e M possuem
capacidade semelhante e sio.comparéveis aos imunecomplexos em ati-
vidade sobre o complemento’ (Ishizaka et al., 1967; Augener, Cooper
e Mﬁller—Eberhard, 1971; Nielsen e Svehag, 1976). Formas diferentes
de interacao exibem outras substadncias. Assim, inibigao da ativida
de litica do complemento pode ser obtida pela agao de heparina e
outros polianions (Wising, 1937; Roth, 1965; Rent et al., 1975; Raepple,
Hill e Loos, 1976; Loos Volanakis e Stroud, 1976a e b), por endo
toxina (Marcus, Shin e Mayer, 1971; Mergnhagen, Snyderman e Phillips,
1973), Zymosén (Brade eﬁ ai., 1973),Ientre outros. Como consequén
cia, uma limitagdao 3 medida de imunecompléxos por métodos de fixa

¢ao de complemento seria a interagao destas substancias, algumas
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presentes no soro do portador de imunecomplexos, com o complemento
resultando em consumo ou inibig3do n3o proporcionais & gquantida
de de imunecomplexos. Uma forma de se contornar esta dificuldade é
proceder a.separagao dos imunecomplexos por métodos fisico-quimicos
anteriormente 3 interagao com o complemento (Harkiss e Brown, 1979).

Os métodos de fixagao ou consumo de complemento po
dem detectar agao anticomplementar decorrentes da interégéo de subs
tSncias'que agem sobre as vias classica ou alternativa. A subsgi-
tuicao, no sistema indicador de hemdlise, da hemdcea de carneiro
por hemdceas de coelho além da adigao de um quelante de ions catt,
- possibilita detectar atividade sobre a via alternativa (Polhill,
Pruitt e Johnston Jr, 1978; Jones, 1979). Os métodos para medida
de atividade anticomplementar, baseados em fixagao de complemento,
podem. ainda ser estaticos ou cinéticos. Os métodos estdticos deter
minam as guantidades restantes do complemento, que sofrem agao da
substancia anticomplementar, apds um periodo de tempo em que toda
a reagao hemolitica deve ter ocorrido, ou seja, sao titulagdes es
taticas do ponto final (Plescia, Amiraian e Heidelberger, 1956). As
relagoes entre complemento restante e atividade da substancia anti
complementar sao expressas das mais variadas maneiras, como porcen
tagem de inibicao da atividade do complemento, porcentagem do com-
plemento restante e outras.

Por outro lado, os métodos cinéticos permitem o
_seguimento da reagdao hemolitica até um ponto definido, geralmente,
como a metade do tempo necessario para se completar a reagao. Em
outras palavras, correlaciona-se o tempo para que 50% da reagao he
molitica ocorra e a quaﬁtidade de complemento remanescente da agao

da substancia anticomplementar.



laciona os principais métodos para medida de atividade

-G

O Quadro II resume a revisao de literatura que re

anticomple

mentar, estdticos ou cinéticos.

QUADRO II - METODOS PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTICOMPLEMEN
TAR, QUE UTILIZAM TECNICAS DE FIXACAO OU CONSUMO DE
COMPLEMENTO.

METODOS| AUTOR (ES) 'FONTE DE OBSERVACOES

COMPLEMENTO
Medem a porcentagem de inibicao
- Walton, K.W.; da hemblise, pela diferenga en-
tre a densidade Optica de cada
: Soro de
s Ellis, H.A. tubo teste e a do controle com
) 100% de hemdlise. A concentragao
e cobaia _ ;
da substancia anticomplementar ca
T Taylor, C.E.D. paz de inibir 50% da atividadg do
. complemento € chamada de ICg,-
(1957) Nao define o nimero de unidades de
A complemento utilizadas.
Expressam o titulo de fixagao de
T Shulman, N.R.; Soro -
complemento como a reciproca da
humano diluigao maxima do soro capaz de
IRy dislie fixar mais que 2 unidades de com
I ou de q m
plemento em quantidade &6tima de
6 Rekaia anticorpo. Utilizam 10 unidades
C CHSO de complemento.
Johnson,A.H.; Medem o complemento restante
o Mowbray,J.F.e v apds incubagao do soro com imune -
Porter, K.A. Soro de complexos com 2,0 a 2,5 UCHSO' a
s (1975) bai través da formula: :
Johnson,A.H.e DA -log 50
Mowbray,J.F. UCHg, =
(1977) -log (100 - s%lise)




METODOS| AUTOR(ES) FONTE DE OBSERVAGOES
COMPLEMENTO
. A atividade anticomplementar do
ES Nielsen, H. soro ou IgG agregada & expressa
fﬂ ' Soro de como a porcentagem de inibigao
da liberacao de hemoglobina do
T Svehag, S.E. cobaia controle (no ponto correéponden—
te a UCHSO).NEO define o namero
Qos (1976) de unidades de complemento utili
zadas.
Vargues, R.; Método utiliza autoanalizador ’
C Moraud, B. e Soro de Technicon e mede a velocidade de
Gonthier, F. hemolise dada por SUCH;, de com
cobaia plemento com e sem Y-globulina a
I (1964) gregada. -
Siedentopf, HG. Medem o tempo para que 50% das
N ;ﬁgg‘;l—flg’ T sore  de hemaceas sensibilizadas sejam 1i
(1965) sadas pelo complemento (tl/2).
E gﬂ:ﬁiﬁi;lgz cobaia Utiliza numero definido de~UCH50.
& . Define a Unidade de Inibigao co
Fischer, H. mo a concentragao da substancia
T (1965) anticomplementar capaz de dobrar
o tl/2 do controle.
I Calculam a concentragao de cample
mento através equagao do tipo
Boackle,R.J. von Krogh, onde relaciona tempo
- - para 50% de hemSlise, concentra
Soro g¢3o de complemento e inclinagao
o Pruitt, K.M. desta relagao. Refere que agrega
humano dos de IgG e IgA alteram estas
medidas. Nao especifica como me
s (1974) de a atividade anticomplementar

nem o nimero de unidades de com

plemento utilizadas.




METODOS

AUTOR (ES)

FONTE DE
COMPLEMENTO

OBSERVAGOES

Polhill,R.B.;

Pruitt, K.M.

e

Johnston,R.B.

Jr.

(1978)

Soro
humano, de
cobaia,
galinha e
camundon-

gos

Método cinético para via alterna
tiva. Medem o tempo para que 50%
dos eritrdocitos de coelho dispo-
niveis sejam lisados (tl/2). Re
lagcao entre tl/2 e diluigiao do
SOro & expresso por equagao tem-
po-dependente de von Krogh, poden
do ser calculado o titulo do soro.

Harkiss,G.D.

Brown, D.L.

(1979)

Soro

humano

Medem a capacidade de os imune
complexos consumirem complemento.
Apés incubagao tubos contendo cam
plemento submetido aos imunecom
plexos e tubo controle tém ativi
dade hemolitica determinada por
método cinético (Lachman, Hobart
1973).

presso como porcentagem de

e Aston, Resultado é ex-
com
plemento consumido ou porcenta-

gem do valor do controle.

Jones, B.M.

(1979)

Soro

humano

Mede o tempo para lise de 50% dos
eritrdcitos de carneiro sensibi-

lizados(via classica) ou de coe

lho(via alternativa), para deter

minar a atividade hemolitica do

soro humano.

Doherty,N.S.

(1981)

Soro

de rato

"vidade hemolitica do soro é

Determina o tempo para lise de 50%
dos eritrocitos de coelho sensibi
lizados, produzida pelo soro de
rato com ou sem a substancia an-
ticomplementar. A concentragao da
droga capaz de inibir 50% da ati
cha
mada I50 e calculada a partir da
relagido entre porcentagem de ini

bigdo versus concentragao da droga.




Considerando, entao, as vantagens oferecidas pelos
métodos de fixagdo de complemento — simplicidade aliada & sensibi
lidade — a heterogeneidade metodoldgica observada na literatura e
a dificuldade na comparagao dos resultados de diferentes autores,
decidimos padronizar um método que fosse capaz de detectar e medir
atividade anticomplementar, baseado nesta técnica. As limiﬁaqSes a
tribuidas aos métodos que se utilizam de fixagao do complemento, na
verdade; constituiram.um estimulo a seu estudo, ja que havia a pos
sibilidade de se detectar e medir atividade sobre o complemento de
substidncias que nao os imunécomplexos, além destes. Como objetivo
adicional, procuramos conhecer melhor o comportaménto de-diferentes
substincias anticomplementares frente a um método cinético de fixa
¢do de complemento. A possibilidade de aplicagao de andlise matemd
tica, caracteristica comum dessa metodologia, prenunciava a obten
¢ao de parametros bem definidos capazes de acentuar a .reprodutibi
lidade e comparabilidade do método padronizado.

Mais ainda, o estudo de substancias de agoes anti
complementares nio conhecidas, como no caso de uma fragao de vene
no de sapo, comparado com o de substancias de mecanismo de atuagao
sobre o complemento ja esclarecidos permitiria até elaborar inferén
cias sobre o modo de agir das primeiras.

Finalmente, resumindo, o trabalho objetivou padro
nizar um método para estudo de atividade anticomplementar, capaz de

.detectar e medir a agao de imunecomplexos e/ou outras substancias
sobre o complemento, reprodutivel, comparavel e suficientemente sim

ples e sensivel.



IIr - MATERIAL E METODOS
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1l - COMPLEMENTO HUMANO (CH)

Foi utilizada uma mistura de soros de doadores hu
manos normais, selecionados entre alunos da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S3ao Paulo. Esta mistura foi
distribuida em ampolas nb volume de 5,0 ml e em seguida liofiliza
dal. Quando do seu uso reconstituia-se pela adigao de 4,0 ml de
dgua destilada e 1,0 ml de solugao preservadora de Richardson (SPR),

(Almeida e Fife, 1976) ou por 5,0 ml de agua destilada.

2 - DOSAGEM DA SOLUGCAO DE CH

Apds reconstituida e sempre Que necessirio, a solu
¢do de CH era submetida & determinagao de sua unidade hemolitica
(ko) e inclinagao (ho), pelo método padronizado por Almeida e Fife,

1976.

3 - SISTEMA INDICADOR DE HEMOLISE

3.1. Hemacias de carneiro: foram obtidas de animais pertencen
tes ao biotério geral da Faculdade de Medicina de Ribei

rao Preto da Universidade de Sao Paulo. Coleta, conser

l. Centrifugal Freeze Dryer
Model 30/ PI 574
Edwards High Vacuum Ltd. England
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vagdo e preparo de uma suspensao contendo cerca de
9 § BB

1,2 x 10° eritrocitos por ml, correspondente a uma sus

pensdao corrente de 5%, obedeceram o prescrito na Publi

cagao Cientifica n? 319 da OPS (Almeida e Fife, 1976).

3.2. Hemolisina: a solugdao de hemolisina se empregou em dose
de maxima sensibilizacdao. Utilizou-se hemolisina do 1lo
te n@ 770214, de titulo de sensibilizagao maxima 1:500,

preparada segundo técnica de Ulrich e Mac Arthur, 1942.

3.3. A suspensao de células indicadora de hemdlise foi obti
da por mistura volume a volume da suspensao de hemacias

de carneiro e da solugao de hemolisina.

4 - SOLUGCAO DILUENTE

Para todas as diluigOes empregou-se a solugao sali
na isotdnica, boratada, e acrescida de cilcio (1,5 x 10-4M) e magné

4

sio (5 x 10 'M). Preparou-se uma solugao estoque 10 vezes con

centrada, gque era diluida quando do uso.
S - SUBSTANCIAS ANTICOMPLEMENTARES

5.1. Gama Globulina Humana Agregada (GGHA): foi empregada sus

pensdo a 1% GGHA de preparo comerciall agregada pelo

1. Gama Globulina "Behring"
Lote ABA - Data de Fab. 1/80
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aquecimento a 63°% por 30 minutos. Aligquotas de 1,0 ml

desta suspensao foram congeladas para uso posterior.

Heparina: foi utilizada a solugdo de preparo comercial

1 contendo 5.000 UI por ml, correspondente a

de heparina
50 mg de heparina. Esta solugdo foi mantida sob refrige

-~ o -
ragao a 4°C, até o uso.

Fragdo ativa de Veneno de Sapo (FAV): foi fornecida gen
tilmente pela Professora Dra. Ana Isabel de Assis do De
Apartamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Odon
tologia de Ribeirao Preto da Universidade de S3ao Paulo.
Uma solugdo de FAV na concentragdo de 0,27 mg por ml per

maneceu congelada até as dosagens.

Zymosan: utilizou-se uma suspensdo de Zymosan2 na concen
tragao de 5 mg por ml. Aligquotas de 1,0 ml desta suspen

sao foram congeladas para uso posterior.

Endotoxina: empregou-se solugao de lipopolissacidride B
de E. coli3 na concentragao de 100 ug por ml. Aliquotas

desta solugdo foram congeladas até a utilizagao.

Liquemine - "Roche"
Lote 61287 - Data de Fab. 24/07/81

Fleischmann Laboratories

Difco Laboratories"
Control: 469643
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6 - PROTOCOLO. EXPERIMENTAL

Em tubos de ensaio adequados para utilizagao como
cuvetas de espectrofotometria, foram distribuidas diluigoes da subs
tancia anticomplementar a ser testada, no volume de 0,1 ml para ca
da tubo. As diluigoes foram feitas, geralmente, segundo uma progres
sao geométrica. O tubo controle continha igual volume da solugao
diluente. Uma solugao de CH foi preparada de modo a conter 20 uni-
dades hemoliticas em cada 2,0 ml, deixada estabilizar por 10 minu
tos a temperatura anbiente, e acrescentada a cada tubo, neste volu
me. A mistura foi agitada suavemente por inversao dos tubos e dei
xada em banho-maria a 37°C durante 30 minutos, na maioria dos en-
saios. Terminado o periodo de incubagao, 0,4 ml da suspensao de he
macias sensibilizadas féram adicionados a cada tubo, com o auxilio
de um pipetador automatico, tao rapido quant§ possivel. A ordem de
colocagao do sistema indicador se fez do tubo de maior concentragao
da substancia anticomplementar até o tubo controle. Quando o tubo
controle recebeu as hemacias sensibilizadas, imediatamente um cro

nometro foi acionado. Todos os tubos receberam suave agitagao e,
"sempre mantidos a 37°C, passou-se a leitura espectrofotométrica da
turbidez. Utilizou-se para estas medidas um espectrofotometro Coleman
Juniorl com porta-cuvetas adaptado para manter temperatura de 37°C,

através da circulagdao de dgua aquecida em seu interior, gerada por

1. Coleman Instruments Inc.
Model: 6A N@ A-35671
Maywood, Ill., USA.
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um aparelho de banho-maria Julabol (Fig. 1) . As medidas foram fei
tas em comprimento de onda 700- nm. O zero de turvagao foi ajustado
utilizando-se o tubg controle antes da colocagao do sistema indica
dor. Leu-se em primeiro lugar o tubo controle. A densidade Optica
(DO) no tempo zero foi verificada e o tempo para que esta DO se re
duzisse a metade (t;/p) foi anotado. Os demais tubos foram lidos
sucessivamente em ordem crescente da sua concentragao em substdncia
anticomplementar, e seus tl/é registrados. Ao final da Gltima lei

tura p;cronémetro foi desligado (Fig. 2).

7 - MEDIDAS DE CONDUTIVIDADE

Foram realizadas em amosﬁras de soro humano recons
- tituido com ou sem SPR, em 10 diluiqSes correspondentes 3 ativida-
de hemolitica de 5 até 50 UCH -

O volume de cada amostra era de 4,0 ml e as medidas
foram feitas d temperatura de 37°%. Uﬁilizou—se um condutivimetro2

cuja constante da célula & igual a 12,5 cm_l.

1. Juchhein Labortechnik
Typ. Paratherm U-4 N@ 123
West Germany

2. Konduktometer E 527
Metrohm Herisau, Switzerland



FIGURA 01 - Conjunto de aparelhos para medida da ati

vidade anticomplementar.

A - Espectrofotdmetro com porta-cuvetas
adaptado.

B - Banho-maria com circulagdo de agua
aquecida.

C - Banho-maria comum, para incubagao.

-15-
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FIGURA 02 - Fluxograma do método. cinético para deter

minagao de atividade anticomplementar.
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1l - DOSAGEM DO CH E PREPARO DAS SOLUCOES COM NUMERO DEFINIDO DE

UNIDADES HEMOLITICAS

O CH com ou sem SPR era dosado logo apds a reconsti
tuigdao. A unidade hemolitica variou pouco de uma para outra ampola

reconstituida e esteve em torno de Ko = 0,0036 ml com h = 0,38. As

o
solugOes que recebiam SPR e mantidas sob refrigeragao eram novamen
te dosadas a cada 3 dias, verificando-se uma queda da atividade he
molitica, ocorrida espontdneamente, de pequena monta. A paftir

do conhecimento do ko preparavam-se as solugoes de CH para traba-

lho, com numero definido de unidades.

2 - MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DAS SUBSTANCIAS ESTUDADAS

O método utilizado e as conéiqaes dos experimentos
foram descritas detalhadamente em Material e Métodos. Para todas as
substancias testadas havia a necessidade de um ensaio preliminar pa
ra se determinar a faixa de diluigéo adequada. Desta forma, 10 di
luiqéeg ao dobro ou ao triplo da substidncia teste eram preparadas e
determinava-se, aproximadamente, a diluiqéo capaz de inibir 50% da
atividade hemolitica do CH. A partir de entao escolhiam-se as dilui
¢oes adequadas, capazes de produzir inibigoes mensuraveis da ativi
dade hemolitica do CH, maiores e mehores que 50%.

Varios ensaios foram realizados para cada uma das
substancias testadas: GGHA, heparina, FAV, 2Zymosan e endotoxina. To

dos os experimentos utilizaram solugSes de CH, do mesmo lote,
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reconstituido e preservado pela SPR. Foram empregadas 20 UCHg, de
CH por tubo de ensaio para'todas as substancias com excegao da FAV
em que se utilizou 10 UCHg,. A incubagdo foi feita a 37°%C por 30
minutos excepto para a FAV em que o tempo foi de 60 minutos. O nd
mero de diluigdes utilizado bem como a razdo e faixa de diluigdo é
apresentado, para cada substancia testada, no corpo e legenda das
tabelas.

As tabelas I) II e IITI expressam Os resultados das
medida$ de atividade anticomplementar para GGHA, heparina e FAV,
respectivamenée.

bNas mesmas condig6és experimentais ja indicadas
nao foi possivel detectar atividade anticomplementar para a suspen

sdo de Zymosan e solugdo de endotoxina.

3 - DETERMINACAO DA g,

A dSO foi defin%da como a dose da substancia anti
complementar capaz de inibir 50% Qa atividade hemolitica do CH, nas

~condigdes padronizadas do método.

A dg, pode ser calculada por método grafico ou ma
temdtico. Projetando-se em abcissa as quantidades de substancia an
ticomplementar e em ordenada os percentuais de inibigao da ativida
de hemolitica do CH, obtém-se.uma curva que & caracteristica para
cada substancia testada. O estudo da curva indicou o melhor proces
SO para sua fetificaqao. Péra as drogas.anticomplementares ensaia
das neste trabalho, dois tipos de curvas foram obtidos: a reta pa

ra a GGHA (Fig. 3) e a potencial para heparina e FAV (Figs. 4 e 5).



TABELA I - MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA G.G.H.A.
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TUBO " DILUIQRO* GGHA (ug) tl/z(s) $ I
é - - 191 -
6 1:118 8,5 213 10
5 1:88 11,4 225 15
4 1:66 15,2 249 23
3 1:50 20,0 302- 37'
2 1:37 27,0 401 52
1 1:28 35,7 795 76

Razdo de diluigao:

Tuﬁo C = controle

0,75
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TABELA II - MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA HEPARINA

TUBO DILUIGAO * 'HEPARINA (ug) ty/2(s) $ I
- - 197 -

1:160 21,3 225 12

1:80 62,5 244 19

1:40 ©125,0 300 34

1:20 250,0 413 52

1:10 500,0 597 67

1:5 ©1.000,0 957 79

*

Razao de diluigao: 0,5

Tubo c

controle
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TABELA III - MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA F.A.V.

TUBO | DILUICAO" FAV (ug) ty,5(s) INIBICAO (%)
c - - 383 -

5 1:32 1,7 440 13

4 1:16 3,4 470 19

3 1:8 6,5 555 31

2 1:4 13,5 655 42

1 1:2 27,0 1.065 64

* - -~
Razao de diluigao: 0,5

Tubo C = controle
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FIGURA 04 - Relagao entre quantidades de heparina
‘ e porcentagem de inibigdo da ativida-
de hemolitica do CH.
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Para retificar a curva potencial da heparina utilizamos a transfor-
magao logistica dos percenﬁuais de inibigdo e logaritmica  decimal
das quantidades de substancia anticomplementar. A curva potencial
da FAV foi retificada pela transformagao em logaritmos decimais dos
percentuais de inibigdo e das quantidades da substancia anticomple
mentar.
| Retificadas as curvas resultantes, a d;, € represen
tada peio ponto da abcissa correspondente d intersecgao da reta com
uma linha paralela 3 abcissa e originada na ordenada igual a 503.
Nas transformagdes logito versus log, esta linha & a propria abcis
‘sa, jd que logito de 50% & igual a zero.

Matematicamente a determinagao da d50 éo calculo
de x para y = 50%, nas equagdes y = k + hx (para a reta da GGHA) e

y =k xh (para as curvas potenciais), onde:

x = quantidade de substdncia anticomplementar para y% de iniﬁigao
da atividade do CH.

k = intersecgdo com o eixo da ordenada.

h = inclinagdo da relagao linear entre x e y.

y = percentual de inibigao da atividade do CH dada por x de subs

foa
tancia anticomplementar.

As equagdes transformadas para retificagao, sao es
critas:
logito Y = 1dg k + h log x, onde logito Y & igual a log y/l-y,

para a heparina;
e log y = logk +h log®, para a FAV.

As Figuras 3, 6 e 7 e respectivos pardametros das re
gressdes lineares sao exemplos demonstrativos da aplicagao do con

ceito de 4 acima descrito.

50
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4 - REPRODUTIBILIDADE DB METODO

Foram feitos 5 experimentos sucessivos (A, B, C, D
e E) para a medidé da atividade anticomplementar da heparina e da
GGHA. Todos os ensaios foram realizados no mesmo periodo do dia, pe
la mesma pessoca, utilizando os mesmos reagentes e o método descrito
anferiormente.

O CH foi reconstituido e preserdado pela SPR. Todos
os tubos, de todos os experimentos‘receberam 20 UCH50 e igual perio
Vdo de incubagéo, ou seia, 30 minutos a-37OC. Os resultados em quin
tuplicata, sao apresentados-nas Tabelas IV e V nas Figuras 8, 9 e
10. O numero de diluigoes, razao e faixa de diluigao aparecem no
corpo e legenda das Tabelas. Pode-se observar que a variagao & mini
ma entre os ensaios, sendo apenas pouco mais perceptivel no grupo
da GGHA, pbrém sém significancia estatistica. Saliente-se, éinda,
que o perfil grafico de cada ensaio para GGHA e para heparina obede

ce sempre ao padrao da substancia, ou seja, retas para a GGHA e cur

vas potenciais para a heparina.

S5 - ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO ZYMOSAN E DA ENDOTOXINA SOBRE

COMPLEMENTO NAO DILUIDO

5.1. Zymosan
Tubos contendo aususpenséo estoque de Zymosan foram des
congelaﬁos e centrifugados a 2.000 rpm, durante 10 minu

"tos. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento de

dois tubos foi acrescentado 0,5 ml da solugao de CH
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FIGURA 09 - Relacdo entre quantidades de heparina e
as médias aritméticas das porcentagens
de inibig3o da atividade hemolitica do

CH. Experimento em quintuplicata.
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‘reconstituida e preservada por SPR e, a outros dois tu
bos 0,5 ml de CH rgconstituido apenas com agua destilada,
ambos nao diluidos. Agitou-se suavemente e, as suspensoes
formadas, foram incubadas em banho-maria a 37°c durante
30 e 60 minutos. Tubos controle com apenas solucao de CH,
preservado ou nao preservado, em volumes idénticos aos
experimentais tiveram a mesma inéubaqéo, com defasagem
de 10 minutos em relagao aos experimentais. Apds a incu
bagdo todos os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm
durante 10 minutos; retirou-se 0,1 ml do sobrenadante e
ﬁransferiu—se para tubos de ensaio especiais para medi
das espectrofotométricas. Completou-se o volume até 2,0
ml com solugao salina diluente, préviamente aquecida a
37°%. Acrescentou-se, entao, 0,4 ml de hemacias sensibi
lizadas a cadg tubo e o crondmetro imediatamente foi
écionado. Prodeceu-se a medida do-tl/2 para cada tubo,
iniciando-se pelos controles, de 30 e 60 minutos. Os re

sultados sao apresentados nas Tabelas VI e VII.

5.2. Endotoxina

Précedimento semelhante ao anterior, sem as centrifuga-
g¢oes, foi efetuado para a Endotoxina de E.coli. A quanti
dade de endotoxina foi de 0,1 ml da solugao estoque, para
cada tubo. Os tubos controle receberam solugao salina em
vez de substiancia testada. Os resultados s3ao expressos nas

Tabelas VIII e IX.
A observagao das Tabelas VI e VIII permite concluir
que o Zymosan e a endo£oxina exibem atividades anticamplementares, men
suraveis, quando incubados com o CH reconstituido apenas com agua

destilada e niao diluido. Por outro lado, nas Tabelas VII e IX



TABELA VI - MEDIDA DA ACRO DO ZYMOSAN SOBRE A ATIVIDADE HEMOLITICA
DO CH RECONSTITUTDO
TEMPO DE INCUBACAO (MINUTOS)
TUBL 30 60
EOREE: 508 81
CONTROLE 135 145
ZYMOSAN 190 29 300 52

TABELA VII - MEDIDA DA AGAO DO ZYMOSAN SOBRE A ATIVIDADE HEMOLITICA

DO CH RECONSTITUIDO E COM SPR

TEMPO DE  INCUBAGAO  (MINUTOS)

TUBO
' 30 60
tl/Z(S) $ I tl/Z(S) $ I
CONTROLE 248 242
VZYMOSAN 227 0 226 0




TABELA VIII -

ATIVIDADE HEMOLITICA DO CH RECONSTITUIDO
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MEDIDA DA AGAO DA ENDOTOXINA DE E. COLI SOBRE A

(MINUTOS)

TEMPO DE  INCUBAGAO
TUBO .
30 60 -
tl/z(s) I tl/z(s) $ I
Controle 185 198
Endotoxina 205 10 247 20
TABELA IX - MEDIDA DA AGAO DA ENDOTOXINA DE E.COLI SOBRE A
ATIVIDADE HEMOLITICA DO CH RECONSTITUIDO E COM SPR
TEMPO DE  INCUBAGAO (MINUTOS)
TUBO
: 30 60
tl/z(s) $ I tl/z(s) $ I
Controle 240 241
Endotoxina 234 0 245 1,6




=37

nota-se que a presenga da SPR na reconstituigdo do soro & capaz de

bloguear a inibig¢ao da atividade hemolitica do CH.

6 - USO DA SPR NA RECONSTITUICAO DO SORO LIOFILIZADO:

EFEITO SOBRE A ATIVIDADE HEMOLITICA DO CH

Este experimento foi delineado devido a alteracgao
de forga idnica determinada pela adigao da SPR ao soro. Foram prepa
radas solugoes de CH, preservado e nao preservado pela SPR, conten
do cada uma 50 unidades hemoliticas para cada 2.0 ml. As solugoes
foram mantidas.em banho de gélo-agua e, a partir destas, foram pre
paradas por diluigao com solugdao diluente, novas solugdes no volume
de 2,0 ml, com nimero definido de unidades hemoliticas. Desta forma
- 10 medidas foram efetuadas para CH reconstituido com e sem SPR ten
ao o niimero de unidades hemoliticas variado de 5 a 50 com intervalos
de 5 uni&ades entre si; Os tubos de reagao recebiam 2,0 ml da solu

¢ao de CH, deixados estabilizar por 10 minutos a 37°C, a seguir a

crescentava-se 0,4 ml da suspensao de hemdcias sensibilizadas e o

’t1/2 era registrado. Efetuou-se também medidas de condutividade em
todas as diluigoes de complemento preservado e nao preservado. (0]
volume das amostras foi de 4,0 ml e as medidas feitas a 37%¢. Dos

resultados, apreciaveis na Tabela X e Figura 11, depreende-se que
a utilizagdo da SPR na reconstituigao do soro humano liofilizado al
tera a atividade hemolitica do CH, perceptivel quando se empregam
diluigdes contendo 25 UCHg, ou mais, nas condigdes aqui estabeleci

das.



TABELA X - EFEITO DA CONCENTRAGAO SALINA DA SPR SOBRE A

ATIVIDADE HEMOLITICA DO CH

CH COM S PR SEM S PR
(UCHs0) €1,5(8) € (mS) 9 75 08 C (ms)
5 649_ 16,4 540 14,3
10 316 18,3 238 16,3
15 227. 19,5 172 | 16,8
20 204 20,6 145 16,8
25 197 21,6 127 16,9
30 200 22,6 116 16,9
35 Azba 23,5 107 17,0
40 217 24,4 98 17,0
45 240 25,3 95 17,1

50 263 26,0 91 17,1
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FIGURA 11 - Efeito da presenga de SPR na reconsti-
tuicdo do soro sobre a atividade hemo
litica do CH. As linhas cheias repre
sentam atividade hemolitica do CH com
e sem SPR; as tracejadas, as correspon
dentes medidas de condutividade. Os
circulos abertos representam o CH sem
SPR e os circulos fechados o CH com
SPR.
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ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEMPO DE INCUBAGCAO SOBRE ATIVIDADE

ANTICOMPLEMENTAR

GGHA

Mediu-se 6 tl/2’ como ja descrigo acima, de uma suspen
s3o de GGHA diluida de 1:60 em relaééo d estoque, em tem
pos que variaram de 0 a 120 minutos, com intervalos de
10 minutos entre uma e outra medida. Em cada tubo de en
saio especial foram colocados 0,1 ml da suspensao de GGHA
e Z,O.ml da solugao de CH preservado, contendo 20 unida
des hemoliticas. Os tubos controle receberam 0,1 ml de
solugao salina diluente e a meéma quantidade de CH. To-
dos os tubos experimentais tiveram seus controles indivi
duais. A seguir foram colocados em banho-maria a 37°C,
respeitando-se uma defasagem de tempo que permitisse a
leitura dos tl/2' No tempo zero de incubagéo, o camplemen
to se encontrava em banho de gelo-agua. A cada 10 minu
tos de incubagao acrescentava-se ao tubo controle e a se
guir ao experimental correspondente, 0,4 ml da suspensao

de hamacias sensibilizadas. O tl/2 era, entao, medido.

Heparina

Ensaio semelhante foi realizado tomando-se como substég
cia anticomplementar a heparina. Utilizou-se solugdes de
hepérina diluidas a 1:30 em relagdo 3 estoque. As medidas
foram feitas em ﬁempos que variaram de 0 a 120 minutos

com intervalos de 15 minﬁtos entre cada medida.
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7.3. Fav
Para a FAV procedeu-se de forma semelhante as anteriores.
A solugao estoque foi diluida a 1:8. As medidas foram
realizadas em tempos de 0 a 100 minutos, com intervalos

de 20 minutos entre cada leitura.

Os resultados destes trés experimentos sdo apresen
tados nas Tabelas XI, XiI e XIII. As Figurés 12 e 14 mostram o com
portamento semelhante ehtre a GGHA e FAV quando incubado com CH em
diferentes tempos, ou seja, a porcentagem de inibigao que estas
substéngias impoem & atividade hemolitica do complemento aumenta

. com O tempé de incubacgdo. Em contrapartida, para a heparina, tal

‘nao se verifica (Fig. 13).

8 - MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR VARIANDO-SE O NUMERO DE

UNIDADES HEMOLITICAS DE CH.

Efetuou-se, para a heparina e para a GGHA, medidas
de atividade anticomplementar variando-se o nimero de unidades hemo
1liticas em cada ensaio. Assim, foram feitos ensaios utilizando 10,
20, 30, 40 e 50 unidades hemoliticas de CH sem SPR. A solugdo mae
de CH era mantida em banho de gélo-3gua. As diluig¢oes das substancias
anticomplementares foram feitas a partir dos estoques e ajustadas pa
ra que se obtivesse percentuais de inibigao da atividade do comple
mento maiores e menores que 50%. As Tabelas XIV e XV expressam estes
resultados.

Como se observa pelas Figs. 15 e 17 comportamento da
GGHA e da heparina frente i variagao do nimero de unidades de CH nos
ensaios, se aproxima. Ambas as substdncias anticamplementares apresen

tam 4 variando de acordo com o namero de unidades de CH do experimento.

50



TABELA XI - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGAO NA ATIVIDADE

ANTICOMPLEMENTAR DA GGHA SOBRE O CH

TEMPO DE INCUBAGAO t)/2(s) .
(MINUTOS) CONTROLE GGHA

zero 310 352 12

10 217 300 28

20 218 _350 38

30 235 400 41

40 228 440 48

50 235 510 54

60 236 770 69

70 237 736 68

80 243 951 74

90 241 1.000 76

100 240 1.275 81

110 245 11.920 87

92

120 242 3.130




TABELA XII - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGAO NA ATIVIDADE

ANTICOMPLEMENTAR DA HEPARINA SOBRE O CH

TEMPO DE INCUBAGAO ty1/2(s) .1
e CONTROLE HEPARINA |

zero 277 438 37

15 218 393 45

30 222 410 46

45 232 411 44

60 239 409 42

75 246 417 41

90 250 430 42

105 257 428 40

120 259 443 42




TABELA XIII - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGAO NA ATIVIDADE

ANTICOMPLEMENTAR DO FAV SOBRE O CH

TEMPO DE INCUBAGAO ty1/2(s)
(MINUTOS ) CONTROLE FAV
zefo 307 335 8
20 283 372 24
46 317 467 32
60 341 535 36
80 365 751 51
100 410 1.132 64
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FIGURA 12 - Relagdo entre o tempo de incubagao e a
atividade anticomplementar da GGHA so
bre o CH.



100+

INIBICAO

PORCENTAGEM DE

1 | 1 1 1 f L)

o 30 60 S0 120
MINUTOS

FIGURA 13 - Relagdo entre 6 tempo de incubagao e a
atividade anticomplementar da heparina
sobre o CH.
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FIGURA 14 - Relagdo entre o tempo de incubagao e a
atividade anticomplementar da FAV so
bre o CH.
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FIGURA 15 - RelagOes lineares entre quantidades de

GGHA e porcentagens de inibigao da ati
vidade hemolitica do CH, nos experimen
tos com variagao do nimero de UCHg,. A
linha horizontal corresponde a 50% de
inibigao. Legenda: o—o 10 UCHgy , =
o---o0 20 UCHSO; X=o=o= x 30 UCH50 - -

A—--—A 40 UCHSO' — — 50 UCHSO.
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FIGURA 16 - RelagOes entre quantidades de heparina
e porcentagens de inibigao da ativida-
de hemolitica do CH, nos experimentos
com variagao do nimero de UCHg,. Legen
da: o—o 10 UCHSO, x ---x 30 UCH50 R

—_—— 50 UCHg,-
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FIGURA 17 - RelagoOes lineares entre as quantidades
de heparina e as razoes y/l-y (y = por
centagens de inibicao da atividade he
molitica do CH), nos experimentos com
variagdo do nimero de UCHg,. A linha
horizontal corresponde a 50% de inibi
¢do (y=0,5). Legenda: o—o 10 UCHg, ,
O===== o 20 UCHSO, X-°*=+=-x 30 UCH50 ¢

—-- — 40 UCHgy, — — 50 UCHg,.
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E interessante observar-se que os perfis das curvas
obtidas para GGHA e para heparina obedecem aos padrdoes ja verifica
dos anteriormente (Figs. 15 e 16).

Finalmente, as Figs. 18 e 19 apresentam as relagoes
que existem entre d50 e nimero de unidades de CH50 utilizadas para
medi-las, sendo linear para a GGHA e logaritmica (log versus’log) pa

ra a heparina.
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FIGURA 18 - Relacao linear entre quantidades de GGHA

necessarias para 50% de inibigao da ati
vidade hemolitica do CH e unidades hemo

liticas do CH.
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Métodos para medir atividade anticomplementar, fun
damentados nas propriedades liticas do sistema complemento, tém uti
lizado soro de animais de laboratdrio, em maior frequénéia de co
baia, ou soro humano como fonte de complemento. Neste trabalho de
cidimos utilizar soro humano pela vantagem de o método uma veé pa
dronizado, ser mais facilmente aplicavel a inveétigagéo clinica, Qig
to que assim nao hd a necessidade de se considerar possiveis dife
rengas de atividade entre complementos de espécies diferentes.

- O soro humano e a hemolisina foram coletédos e
tituido por hemacias de carneiro e hemolisina, foram coletados e
preparados em quantidade suficiente para o desenvolvimento de todé
a fase e#perimental. Procuramos com isto reduzir a um minimo as va
'riagaes destes reagentes, que pudessem interferir com a padroniza
¢ao do método e com sua reprodutibilidade. Com a mesma intengéo; a
dosagem periddica da atividade hemolitica do complemento proporcio
nou que utilizissemos sempre um numero definido de unidades CHSO'

A determinagao da atividade anticomplementar, atra
vés método cinético de fixagao de complemento, foi por noés preferi
do em razao de sua simplicidade, maior rapidez de execugao e iguais
reprodutibilidade e precisdo em relagao aos experimentos estaticos.
Estas consideragoes estao ém acordo com o exposto por Plescia, A
miraian e Heidelberger, em 1955.

A padronizagdao metodoldgica aqui descrita apresen
tou algumas solugdes técnicas que agilizaram o método. Assim, a ié
cubagao a um s& tempo de todas as concentragoes das substancias ag-
ticomplementares e seus respectivos controles com as solugdes de

complemento, a adigdo das hemacias sensibilizadas quase que a um
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s6 tempo e a sucessiva leitura da hemdlise resultaram numa expres
siva economia de tempo.

Os ensaios preliminares realizados com cada substdn
cia a ser testada permitiram a escolha adequada da melhor faixa de
concentragéb, evitando repetigoes frequentes para ajuste da escala
operacional, além da imprecisao decorrente do registro de percen
tuais de inibigdo de hemdlise muito acima ou muito abaixo de 50%.

O estabelecimento de um periodo de incubagao aumen
tou, ;ignificativamente, a sensibilidade do método, permitindo de
terminagoes pfecisas da atividade anticomplementar mesmo com redu
zidas concentracgoes das substincias ensaiadas. Como éxemplé, pode-
-se observar que as dosagens da FAV tiveram tempo.de incubagdo de
60 minutos, o dobro do tempo para a GGHA e heparina. Quando a FAV,
nas concentragaes relacionadas na Tabela III, era incubada com o
Complemento por 30 minutos ou menos, oOs percentugis de inibig3do de
hemGlise nao atingiam 50%, o que dificultava a determinag3ao da dg g
O tempo de incubagac deve, entdo, ser ajustado de acordo com as ca
racteristicas préprias-de cada substancia ahticomplementar. Assim,
enquanto a GGHA e a FAV atuam progressivamehte sobre o CH, de forma
que maior tempo de incubagao resulta em detecgao e dosagem de menor
quantidade destas substdncias (Figs.12 e 14, pags. 45 e 47) a heparina
exerce sua atividade rapidamente, tornando de§necessério ou impro
dutivo estender-se este periodo (Fig. 13, pag. 46). Outros métodos
cinéticbs de ﬁedida de atividade anticomplementar nao utilizam a
incubagao prévia d leitura da hemdlise (Vargues, Moraud e Gonthier,
1964; Lauenstein, Siedentopf e Fischer, 1965) ou Q(fazem por
tempo muito curto (Doherty, 1981). 0 método proposto por Harkiss
€ Brown, 1979 inclui umipéiiodo de incubagao de 30 minutos a 37°C

dos imunecomplexos precipitados pelo PEG com o complemento. Porém,



-58-

este Ultimo e os outros autores acima citados nao entram em consi
deragoes a respeito da aplicégéo e vantagens do periodo de incuba
gao.

A escolha do espectrofotdmetro utilizado neste tra
balho se deveu @ sua simplicidade, facil manuseio e baixo custo re
al e operacional, o que possibilita a utilizagao do método por maior
nimero de laboratdrios no pais, éue disponham de equipamento seme
lhante. Por outro lado as caracteristicas descritas acima nao im-
plicqm{ de forma alguma, em prejuizo da precisao das medidas obti
das neste apafelho. As medidas de hemdlise feitas em comprimento de
‘onda 700 nm permitiram eliminar a influéncia da hemoglobina libera
da. Estas leituras turbidimétricas, quando comparada as de libera
gao de hemoglobina, se mostraram mais precisasl e em acordo com
trabalhos mais recentes de imuno-hemdlise (Boackle e Pruitt, 1974;
Lachmann, Hobart e Aston, 1973; Harkiss e Brown,‘l979;Ddxuty,198lL
A sedimentagao natural das hemacias ém suspensao poderia ser causa
de imprecisdo nas leituras turbidimétricas. Entretanto, alguns pes
quisadores concluiram-éue até»30 minutos es£a sedimentagao € insig
nificante (Siedentopf, Lauensteiq e Fischer, 1965) e que a sua

4_céluias por minuto, portanto desprezivel

velocidade & de 7,4 x 10~
em relagéo 3 velocidade de heméliée (Boackle e Pruitt, 1974). Neste
frabalho, os tempos maximos de leitura de hemSlise raramente excede
ram 15 a 17 minutos, o que nos autoriza a ni3o considerar a sedimen
tagao das hemécias como fator de imprecisao para o método.

| Os métodos utilizados para medir atividade anticom

plementar, estaticos ou cinéticos, devem proporcionar o calculo de

pariametros especificos para cada substdncia testada. A determinagao

1. Resultados nao apresentados
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destes pardmetros & que possibilita estabelecer comparagdes entre
a atividade anticomplementar de varias substancias, de uma mesma
substdncia proveniente de varios lotes ou em diferentes estigios de
purificagao. Neste trabalho procuramos definir a dSO ( quantidade da
substancia anticomplementar capaz de inibir 50% da atividade hemo
litica do CH, nas condigOes padronizadas) e h (inclinagdo do seg-
mento de reta obtido pela retificagao ou n3ao da relagdao cartesiana
entre percentual de inibig3do, em ordenadas, e qﬁantidade da subyfg
cia anticomplementar, em abcissas). Os parametros dSO e h sao cal
culados com o tratamento matemdtico das curvas obtidas nos experi
‘mentos. Sobre este aspecto & muito importante ressaltar que nossos
resultados expressam diferentes relagGes entre y ( percentual de
inibigao da atividade hemolitica) e x (quantidade de substdncia an
ticoﬁplementar), para as trés substadncias testadas. Os perfis gra
ficos das projegoes lineares para a GGHA, FAV e heparina evidenciam
as diferengas entre estas substancias (Figs.3, 4 e 5, pags. 22, 23 e
24) . Portanto o trabalho matematico para a retificagao destas 'cu£
vas deve ser diferente. E, na verdade, verificamos que a projegao
linear para GGHA (Fig. 3 , pag. 22) ji apresenta um segmento de re
ta como resultante, com um ajuste otimo (r2 = 6;99). Isto significa
que as relagGes entre x e y, para a GGHA, podem ser escritas como
a equagao de uma reta, ou seja y.= h x + k. Nos casos da heparina
e FAV o mesmo nao acontece.VOS perfis obtidos nas mesmas circunstin
_cias representam curvas potenciais. As relagoes entre x e y passam
a ser to tipo y = k xh. Estas equa¢5es quando tratadas por logarit
mos se tornam do tipo da equagao da reta: log y = log k + log x e,
assim, as curvas potenciais sao retificadas. Todavia no caso da he
parina a relagido & mais complexa. O simples tratamento por logarit

mos nao & suficiente para sua retificagdo. No trabalho de Walton,
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Ellis e Taylor, 1957 & apresentada uma solugao para retificar a cur
va, sigmoide no caso, obtida da medida da atividade anticomplemen-
tar, que & a aplicagao da fdrmula de probitos aos percentuais de
inibigao e logaritmos as quantidades de heparina. Embora os autores
tenham utilizado método estdtico de fixagao de complemento a trans
posi¢50 desta solugdo aos nossos resultados n3o constituiu proble-
ma. Ainda que a relagao probito versus log fosse adequada, preferi
mos sub;tituir probitd por logito, em acordo com o proposto e de
fendido por Bérksson, 1944 e 1951. Assim, para a heparina a relagdo
retificada se tornou logito f = log k + h 1log x, onde logito Y ‘&
igual a log y/l-y. Por outro lado, anaiiséndo os valorés ae h obti
dos das regressoes logito versus log, em todos os ensaios com hepa
rina, verificamos que estes sao sempre aproximadameﬂte 1,0. Desta
maneira a relagao entre x e y para a heparina pode ser expressa por
uma equagéo linear do tipo y/l-y = k + hx. De fato, as projegdes de
y/1l-y em ordenadas e x em abcissas definem retas de otimo coeficien
tes de correlagao (Fig.1l7 , pag. 52). Portanto no caso particular
da heparina, quer o tratamento logistico quer sua expressao nao lo
garitmica sdao satisfatdrios para retificagao das curvas e calculo
da dgyie h. Para a FAV a retificagao & possivel com o tratamento lo
garitmico simples e a equagao final & a descrita anteriormente, ou
seja, iog y = log k + h log x.

Mentz von Krogh em trabalho de 1916 propos uma for
mula matemética‘aplicével aos fendomenos, por ele denominados, rea
goes de alternagdo. A hemdlise & considerada como exemplo de reagao
de alternagdo e a equagdo de Mentz von Krogh & perfeitamente ajus
tavel 3s relagdes entre hemdlise e complemento. Expressces deriva
das da equagao de von Krogh s3o aplicaveis, da mesma maneira,a ciﬁé

tica de hemélise pelo complemento (Almeida, 1949 e 1950; Plescia,
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Amiraian e Heidelberger, 1956; Pruitt, Turner e Boackle, 1974;
Polhill, Pruitt e Johnston,-1978). Se considerarmaos que a quanti
dade de substdncia anticomplementar exprime, em Ultima andlise, o
complemento restante em cada tubo apds o periodo de incubagdo e que
o perceﬁtual de inibigdo da atividade hemolitica & derivado do tem
po para 50% de hemGlise, ent3ao as relagbes cinéticas da imuno-hemd
lise estudadas neste trabalho se aproximam‘daquelas em gque a equa-
¢do de von Krogh & aplicavel. Entretanto estas consideragdes  sdo
adequadas apenas aos experimentos com a heparina. Isto possivelmen
te sé deve aos diferentes mecanismos de agao destasrsubstancias so
brer‘complemento. Enquanto a hepafina-exerce sua agao rapidamente
e indepénde do prolongamenté do tempo de incubagao, a GGHA e a FAV,
de férma semelhante entre si, aumentam suas agdes com o correr do
tempo (Figs. 12,13 e 14; pags. 45, 46 e 47). Desta forma, no perio
do de leitura da hemdlise que também & feito a 37°C e demanda tem
po, o CH estard agindo sobre o sistema indicador sem sofrer a agEo
da heparina, que ja se fez no periodo de incubagdo. Assim o percen
tual de inibigao calculado para cada quantidade de heparina sera
sempre o correspondente ao complemento residual, estabelecido jano
periodo de incubagao. Para.a GGﬁA e FAV tal nao ocorre. Durante o
;periodo de leitura o CH est3, ainaa, sob a agdao anticomplementar,
uma vez que estas substdncias atuam continuadamente. Por conseguin
te, cada percentual de inibigao seré correspbndente ao complemento
residu#l, resultante da somatdoria da atividade anticomplementar o-
corrida durante o periodo de incubagao e o de leitura. Esta maior
Acomplexidade na geragao de céda ponto representativo dos percentuais
de inibigao, podéria explicar 6 desajuste as relagBes de von Krogh

para a GGHA e FAV.
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As diferentes formas de atuagao destas substdncias
decorrem, com certeza, do mecanismo de interagao com o sistema com
plemento. A GGHA & cladssicamente comparada aos imunocomplexos no
que diz respeito 3 atividade anticomplementar. Sua agao se faz pe
la via classica, a partir da ativagdao do complexo Cl (Augener, Cooper
e Muller-Eberhard, 1971), desencadeando a sequéncia até os uUltimos
componentes. A FAV afeta a via classica de étiVagEo do complemento,
aparentemente, interagiﬁddibom Cl e C4. O mecanismo deste processo
é objeto de estudos atuélmente (Assis, 1982). Desta forma, ambas
agem progressivamente sObre o complemento, ativando-o. A heparina,
como outros polianions, inibe CI atuando diretamente na unidade C1q
(Raepple, Hill e Loos, 1976); impede a reacgao de C2 e C4b, num pro
cesso que sugere”sequestro de ions Mg++ (Loos, Volanakis e Stroud,
1976 a); inibe o consumo de Cy ©Cy pelo Cl;, provavelmente intera
§indo com os sitios combinatdrios de carga positiva (Loos, Volanakis
e Stroud, 1976 b). Destas informagOes e baseados em nossos resulta
dos que mostram a atuagao da heparina independendo do tempo de in
cubagao, podemos concluir que sua agao sObre o complemento & inibi
toria e nao de ativacgao.

A partir das consideragdes acima, julgamos adequado
que um método>que se proponharmedir atividade anticomplementar nao
pode ter sua aplicagao e andlise generalizadas a varias substancias.
E necessadrio que o estudo se faga para cada substancia individual
mente ou, pelo menos, para grupos afins, evitando o estabelecimen
to de regras ou formulagoes matemdticas muito abrangentes. Ainda
com base nesta argumentagido, poderiamos admitir que o método aqui
pProposto permite inferir sdbre o modo de acao de substdncias anti
complementares, pela comparagao com padroes bem estabelecidos como
4 GGHA e a heparina. De fato este expediente foi utilizado na inves

tigagao do mecanismo de agdao da FAV sobre o camplemento (Assis, 1982).
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As dutras substancias testadas neste trabalho, a
endotoxina de E. coli e o Zymosan, nao apresentaram atividade anti
complementar mensuravel quando ensaiadas pelo método na sua forma
padronizada. Estas substancias atuam, preferentemente na via alte£
nativa do complemento (Marcus, Shin e Mayer, 1971;Brade et al., 1973).
A quantidade de complemento utilizada no método & pequena (corres
pondente ao soro diluido 12 a 15 vézes) o éue torna menos provavel
a detecgao da atividadewdé;gubstancias que agem sObre a via alter
nativa (existente em baixa concentragcao no sdro). Quando, nos expe
rimentos 5.1 e 5.2, as incubagaes da endotoxina e do Zymosan se fi
zeram com sdoro concentrado e posteriormente diluido até 20 UCHSO’
a atividade anticomplementar pode ser apreciada, porém nao medida
em termos de dg,. Podemos entao concluir que o método, como padro
ﬁizado, se presta a detectar e medir a agao de substancias que agem
ﬁa*via clissica do complemento. Em contrapartida, substdncias com
étividade observavel nas condigdes do método, possivelmente atuam
sobre a via classica. Como corolario, para substdncias que nao exi
bem atividade anticomplementar nestas condigGes, ainda permanece a
possibilidade de que afetem o complemento, porém pela via alterna
tiva.

0 método foi submetido‘a um rigoroso controle de
qualidade (exp. 4, pag.28). A reprodutibilidade se mostrou fator de
exceléncia, expressa pela andlise de varidncia nao significativa
quando aplicado aos ensaios em quintuplicata, para a GGHA e hepari
na.

Os experimentos realizados com a intengao de veri
ficaf a influéncia do nﬁmeré de unidades de complemento na determi
nagao da d50 mostraram, tanto para a GGHA quanto para a heparina,

importante variagao desta dg, em fungdo do nimero de UCHg, (Tabs.
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XIV e XV, Figs. 15 e 17; pags. 48 e 49 e 50 e 52). Estes resultados
confirmam e ampliam os de Lauenstein, Siedentopf e Fischer de 1965, .

embora com valdres absolutos diferentes para as d Além da 4

50° 50’
também as inclinagoes (h) dos segmentos de reta obtidos das proje
goes lineares de y versus x para a GGHA e y/l-y versus X para a he
parina variaram de acordo com o ndmero de UCHg,. Levando em conta

a ampla variacgao de atividade hemolitica, em unidades CH entre

50"
as virias amostras ou lotes de complementol e o0s nossos resultados
discutidos acima, consideramos que a fixagao de um nimero definido
de UCH50 para cada experimento € condigao basica para se assegurar
.a reprodutibilidade do método e para se estabelecer comparagoes en
tre diversos trabalhos. Walton, Ellis e Taylor, 1957, quando testa
ram a heparina com 5 amostras de soro de cobaia, cada uma provenien
te de um animal diferente, encontraram significativas variagoes pa
i‘a.d50 (IC50 para os autores), sem entretantg as correlacionar com
asAdiferengas entre os numeros de unidades CHg, de cada amostra.
Ainda analisando os resultados dos experimentos com variagao do nid
mero de UCHSO’ verificamos que as formas basicas das curvas, esta

belecidas para 20 UCH se repetem nos ensaios com 10, 30, 40 e

50’

50 UCH Portanto o comportamento das substdncias frente ao cample

50°
mento nio & alterado. Com o tratamento matemitico destas relagoes,
constatamos que existe correlagao entre d50 e o numero de unidades

CH., utilizado para determini-las (Figs. 18 e 19). Esta correlagao

50
tem significado especial porque possibilita comparagoes entre dosa
gens efetuadas com diferentes quantidades de complemento. Outra ve

rificagao importante & a de que utilizando um namero menor de unidades

1. Na espécie humana a faixa de normalidade para o complemento é
de 200 a 400 UCHg, por ml de soro (Almeida, comunicagao pessoal).
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de complemento temos a possibilidade de detectar e medir menores
quantidades de substdncia anticomplementar. Esta conclusdo & corro
borada pelos ensaios com a FAV, onde a utilizag3o de 10 UCHSO" em
vez de 20 UCH50 como nos casos da GGHA e heparina, permitiu a deter
minagao da d50‘ Este recurso, ao lado da variégio do tempo de incu
"bagao para algumas substdncias, proporciona maior sensibilidade ao
método.

Finalmente, podemos verificar que hi diferenga de
atividade hemolitica entre o soro humano reconstituido e preserva-
~do pela SPR e O mesmo SOro nao preservado. A atividade do soro em
SPR & sempre maior que a do soro com SPR, mas ainda assim esta ati
vidade aumenta paralelamente até a concentragao correspondente a
25 UCHSO‘
do mais concentrado, o soro com SPR passa a ter esta agao prejudi

Dai em diante, enquanto o soro sem SPR € mais ativo quan

cada. Isto se deve i agdo da SPR que também tem sua concentracao au
mentada, de tal forma que a solugao atingindo condutividade em tor
no de 21 a 22 mS torna o meio inadequado 3 atividade do camplemento.
Esta interferéncia foi também notada nos experimentos com endotoxi
na e Zymosan, feitos com soro reconstituido e nao diluido inicial
mente, onde nos ensaios realizados com soro contendo SPR a ativida
de anticomplémentar ndo foi detectada. Estes resultados eram previ
siveis pois a atividade hemolitica do complemento varia inversamen
te com a fdrga do diluente (Mayer, 1961). Portanto a utilizagao de
soro humano preservado pela SPR como fonte de complemento, em con

centragdes acima de 25 UCHg, deve ser considerada com cuidado.
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O trabalho aqui apresentado constituiu na padroni-
zagao de um método para medida de atividade anticomplementar. Uti
lizou-se técnica cinética de fixagao de complemento. Foram estuda-
das substancias anticomplementares de atividade conhecida, como a
~gama globulina humana agregada pelo célor, heparina, endotoxina e
2ymosan além de uma fragao ativa de veneno de sapo de agdo sobre o
complemento nao totalmente. esclarecida.

0 método como padronizado permitiu a determinagao
de pardmetros especificos e definidos que caracterizaram as subs-
téncias>atuantes preferenﬁemente sobre a via classica do complemen
to (gaﬁa globulina humana agregada, heparina e fragao do veneno dé
'sapo), porém nao aplicado para aquelas que agem sobre a via alter
nativa (endotoxina e zymosan). As analises grificas e matematicas
dag relaéaes entre quantidades de substdncias anticomplementar e
porcentagens de inibigdo da atividade hemolitica do complemento, e
videnciaram diferengas entre as substancias testadas, possibilitan
do inferéncias sobre o mecanismo de interagao com o complemento.

_As medidas feitas com quantidades varidveis de com
plemento ressaltaram a importancia de se fixar um nimero definido
‘de unidades heholiticas em cada ensaio para torna-lo reprodutivo e
comparavel. Além disso foi possivel demonstrar que hd relacao entre
a dose para 50% de inibigao da atividade do complemento e o nimero
de unidades hemoliticas utiliéado para sua medida.

Desde que o emprego de solugao preservadora de com
plemento poderia afetar a atividade hemolitica foram definidas as
condigOes experimentais que permitem o uso de complemento preserva

do com solugao de Riché;dson.
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0 método padronizado se revelou de execugao  sim-
ples, nao dispendioso, sensivel e reprodutivo, capaz de detectar e
medir a atividade de substancias que interagem com o complemento,

pela via clissica.



SUMMARY



The present investigation concerns the standardization
of a method for measuring anticomplement activity using kinetic
techniques of complement fixation. Anticomplement substances of
known activity were studied, such as heat-aggregated human gamma
globulin, Heparin, endotoxin and zymosan, as well as an active
fraction of toad venom whose action on complement has not yet been
fully elucidated.

Standardization of the method permitted the
determination of specific and defined parametefs that characterize
the substances which act preferentially on the classic complement
pathway (aggregated human gamma globulin, heparin, and the toad
venom fraction). The method, however, could not be applied‘ to
substances that act on the alternative pathway (endotoxin and zymosan).
Mathematical and graphic analysis of the relationship between amount
of aﬂticomplement substance and percentage of inhibitioﬁ of the
hemolytic activity.of complement showed differences between the
substances tested, which permitted inferences on their mechanism'of
action on complement.

Measurements carried out with varying amounts of
complement showed the importance of fixing a defined number of
hemolyFic units in each assay for reproducibilify and comparison
purposes. In addition, it was possible to demonstrate a relationship
between the dose needed for 50% inhibition of complement activity
and the number of hemolytic.units used for measurement.

Since the use of complement preserving solutions
may affect the hemolytic activity, we defined experimental conditions
that permit the use of complement preserved in Richardson solution.

The method standardized here was shown to be easy
to carry out, inexpensive, sensitive and reproducible, and able to

measure the activity of substances that interact with complement

through the classic pathway.
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