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A resposta de um organismo imunologicamente compe
anti-

imu
necomplexo, uma forma de neutralização antígeno.

ca
pítulo fundamental da defesa de um hospedeiro a patógenos ou mesmo
a antígenos exõgenos ou endógenos. Entretanto os imunecomplexos po
dem desenvolver um potencial lesivo

exem
pio de doença por imunecomplexos, foi primeiro sugerida por von
Pirquet no início do século. Cerca de 50 anos mais tarde os estudos

dos
de Dixon et al., 1958 e 1961 vieram comprovar e ressaltar a

os
imunecomplexos vêm sendo identificados em um número cada vez maior
de enfermidades, sejam elas infecciosas ou parasitárias, autoimunes

re
vela pela participação em reações inflamatõrias, onde sua deposição

lesãoem

devido ã

fagos.
toda a importante participa­

ção dos imunecomplexos na patologia humana, sua detecção emesto me
dida tem sido exaustivamente pesquisada, no sentido de melhor co
nhecer sua patogenicidade e

quantificação

os imunecomplexos podem estar rela
cionados com os processos de regulação do sistema imune,.

I
capacidade de interagir com antígenos, receptores para Fc e

tente a um antígeno é traduzida usualmente pela produção de
corpos. A interação entre o antígeno

receg
tores de complemento presentes na superfície de linfõcitos e macro

para o organismo. A participa
ção dos imunecomplexos na patogênese da Doença do Soro, hoje

e aprimorar os meios de diagnóstico

e o anticorpo resulta no

prognóstico dessas doenças. Métodos para detecção e

e eliminação do
Desta maneira a formação e remoção destes complexos constituem

em tecidos pode ativar o sistema complemento resultando
tecidual. Ao lado destas ações,

ou malignas. O envolvimento dos imunecomplexos na patologia se

parti
cipação dos imunecomplexos como causa de doenças. Desde então,

Considerando, então,

experimentais de Germuth 1957, Germuth et al., 1957a e b além
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de imuneccrnplexos

-químicas, propriedades biológicas além da sua deposição em tecidos

ou presença em circulação. A deposição de
monstrada através de técnicas histológicas convencionais histoou
químicas, onde se ressalta a imunofluorescência. Os imunecomplexos

an-
tígeno específico complexado ao anticorpo ou por aqueles que sao
antígeno não-específicos. Raramente os antígenos participantes dos

de
métodos muito limitado. Todavia os métodos para detecção de imune

oonplexos

Revisões recentesmentado em número e sensibilidade. (WHO, 1977;
1977; Nielsen, 1980; Theofilopoulos, 1980; Klein e Siminovich,Soothill,

limitações dos prin
cipais métodos para detecção de imunecomplexos circulantes. O qua
dro abaixo apresenta uma lista dos principais métodos antígeno não
-específicos.

PRINCIPAIS MÉTODOS PARA DETECÇÃO DE IMUNECOMPLEXOSQUADRO I
CIRCULANTES, ANTÍGENO NAO-ESPECÍFICOS.

Métodos baseados em características físicas dos imunecomplexos

Ultracentrifugação analítica
Centrifugação em gradiente de densidade
Filtração em gel
Ultrafiltração
Eletroforese
Precipitação pelo PEG
Crioprecipitação

em tecidos ê usualmente

devem levar em conta suas características físico-

1981) se ocupam em considerar as aplicações e

sem o reconhecimento dos antígenos têm, a cada tempo, au-

imunecomplexos são reconhecidos, o que torna o primeiro grupo

circulantes podem ser detectados por métodos que identificam o
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Métodos baseados

Técnicas de Complemento

Atividade anticomplementar por fixação de complemento
Microtécnicas de consumo de complemento
Técnicas relacionadas com interação dos imunecomplexos

clq

denoensaio

Método da precipitação de C3
Radioimunoensaio para conglutinina

Técnicas de Antiglobulinas

Testes com Fator Reumatoide
Outros

Técnicas Celulares

- Teste de agregação plaguetãria
Inibição da ADCC
Coloração intracitoplasmãtica de leucócitos polimorfo
nucleares
Liberação de enzimas de eosinõfilos e mastócitos
Teste de inibição de macrófagos
Teste de inibição de rosetas
Teste com células Raji
Teste com célula L1210 de leucemia

Técnicas de produtos de divagem de C3 e Cj_

em características biológicas dos imunecomplexos

com Ciq purificado (precipitação de Cjg em gel,
precipitado pelo PEG, teste do desvio de Cig, Radioimu

em fase sólida)



-4-

Outros Métodos

- Ligação ã proteína A de estafilococos

Entre as vantagens, desvantagens e limitações de£
medi

métodos de fixação de ccmda de atividade anticomplementar através
plemento (Soothill, 1977). A atividade anticomplementar dos imune-
complexos pode ser medida pelo consumo do complemento, expresso pe
la capacidade de o imunecomplexo inibir a ação hemolítica do canple

comple

capacidade semelhante e são comparáveis aos imunecomplexos em ati-

de lítica do complemento pode ser obtida pela ação de heparina e
outros polianions (Wising, 1937; Roth, 1965 ; Rent et al. ,1975; Raepple ,

endoHill e Loos, 1976; Loos
Phillips,

consequên1973), Zymosan (Brade et al., 1973), entre outros. Como
cia, uma limitação ã medida de imunecomplexos por métodos de fixa
ção de complemento seria a interação destas substâncias, algumas

* Traduzido e adaptado de: Theofi1opoulos, A.N.. Evaluation and
Clinicai Significance of Circulating Immune Complexes,in Schwartz,
R.S.(Ed-): Progress in Clinicai Immunology,Vol. 4,Grune & Stratton,
New York, 1980.

de imunecomplexos a C^q pode levar ã ativação e consumo do
mento hemolítico. Também agregados de imunoglubulina G e M possuem

mento sobre um sistema indicador. Entretanto, não apenas a ligação

toxina (Marcus, Shin e Mayer, 1971; Mergnhagen, Snyderman e

vidade sobre o complemento (Ishizaka et al., 1967; Augener, Cooper
e Muller-Eberhard, 1971; Nielsen e Svehag, 1976). Formas diferentes
de interação exibem outras substâncias. Assim, inibição da ativida

Volanakis e Stroud, 1976a e b), por

tes métodos, são destaques a simplicidade e sensibilidade da
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presentes no soro do portador de imunecomplexos, com o complemento
consumo ou inibição não proporcionais ãresultando em

substi­
tuição , de carneiro
por hemáceas de coelho além da adição de

(Polhill,possibilita detectar atividade sobre a via alternativa
1979). Os métodos parae Johnston Jr, 1978; Jones,Pruitt medida

de atividade anticomplementar, baseados em fixação de complemento,
podem ainda ser estáticos ou cinéticos. Os métodos estáticos deter
minam as quantidades restantes do complemento, que sofrem ação da

período de tempo em que toda
es

plemento restante e outras.
Por outro lado, os métodos cinéticos permitem o

seguimento da reação hemolítica até um ponto definido, geralmente,
como a metade do tempo necessário para se completar a reação. Em

da substância anticomplementar.

outras palavras, correlaciona-se o tempo para que 50% da reação he
molítica ocorra e a quantidade de complemento remanescente da ação

quantida
de de imunecomplexos. Uma forma de se contornar esta dificuldade é

substância anticomplementar, após um

no sistema indicador de hemólise, da hemácea

Os métodos de fixação ou consumo de complemento po
dem detectar ação anticomplementar decorrentes da interação de subs
tâncias que agem sobre as vias clássica ou alternativa. A

relações entre complemento restante e atividade da substância anti^
complementar são expressas das mais variadas maneiras, como porcen
tagem de inibição da atividade do complemento, porcentagem do com-

proceder a separação dos imunecomplexos por métodos f ísico-quínicos
anteriormente ã interação com o complemento (Harkiss e Brown, 1979).

a reação hemolítica deve ter ocorrido, ou seja, sao titulações
táticas do ponto final (Plescia, Amiraian e Heidelberger, 1956). As

um quelante de íons Ca
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O Quadro II resume a revisão de literatura que re
laciona os principais métodos para medida de atividade anticomple

MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE ANTICOMPLEMENQUADRO II
TAR, QUE UTILIZAM TÉCNICAS DE FIXAÇÃO OU CONSUMO DE
COMPLEMENTO.

OBSERVAÇÕESMÉTODOS AUTOR(ES) FONTE DE

COMPLEMENTO

E
Walton, K.W.;

cada
deSoroEllis, H.A.

S

cobaiae

T Taylor, C.E.D.

(1957)
A

Shulman, N.R.; SoroT

humano
Barker, L.F.

ou deI
de

cobaia(1969)

C

O

Soro de
50'

S cobaia

Johnson,A.H.;
Mowbray,J.F.e
Porter, K.A.

(1975)
Johnson,A.H.e
Morò>ray,J.F.

(1977)

Medem o complemento restante
após incubação do soro com imune
complexos com 2,0 a 2,5 UCH^q, a
través da fórmula:

-log 50
log (100 - %lise)

inibição
en-

uch50

mentar, estáticos ou cinéticos.

Expressam o título de fixação de
complemento como a recíproca da
diluição máxima do soro capaz de
fixar mais que 2 unidades de com
plemento em quantidade ótima
anticorpo. Utilizam 10 unidades
CH^g de complemento.

Medem a porcentagem de
da hemõlise, pela diferença
tre a densidade óptica de
tubo teste e a do controle com
100% de hemõlise. A concentração
da substância anticomplementar ca
paz de inibir 50% da atividade do
complemento é chamada de IC^q.
Não define o número de unidades de
complemento utilizadas.
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OBSERVAÇÕESMÉTODOS AUTOR(ES) FONTE DE
COMPLEMENTO

Nielsen, H.ES
deSoroeTÁ

cobaiaSvehag, S.E.TI

COS (1976)

C deSoro
com

cobaia
I (1964)

50%
N

deSoro

É cobaia

T

I

Boackle,R.J.

C
e

Soro

Pruitt, K.M.O
humano

(1974)S

Vargues, R.;
Moraud, B. e
Gonthier, F.

Siedentopf, HG.
Lauenstein, K.
Fischer, H.

(1965)
Lauenstein, K.
Siedentopf, HG.

e
Fischer, H.

(1965)

50"
co

mo a concentração da substância
anticomplementar capaz de dobrar
o tl/2 do controle.

A atividade anticomplementar do
soro ou XgG agregada é expressa
como a porcentagem de inibição
da liberação de hemoglobina do
controle (no ponto corresponden­
te a UCH^q). Não define o número
de unidades de complemento utild.
zadas.

Calculam a concentração de ccmple
mento através equação do tipo
von Krogh, onde relaciona tempo
para 50% de hemõlise, concentra
ção de complemento e inclinação
desta relação. Refere que agrega
dos de IgG e IgA alteram estas
medidas. Não especifica como me
de a atividade anticomplementar
nem o número de unidades de com
plemento utilizadas.

Medem o tempo para que 50% das
hemãceas sensibilizadas sejam li.
sadas pelo complemento (tl/2).
Utiliza número definido de UCH
Define a Unidade de Inibição <

Método utiliza autoanalizador
Technicon e mede a velocidade de
hemõlise dada por SUCH^q de
plemento com e sem y-globulina a
gregada.
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MÊTODOS OBSERVAÇÕESAUTOR(ES) FONTE DE
COMPLEMENTO

PolhÍll,R.B.;
C

Pruitt, K.M.

e Re
do

I '

gos(1978)

N

Harkiss,G.D.

eÉ Soro

humanoBrown, D.L.
ex-

T com(1979)

I

Jones, B.M. Soro

humano(1979)

C

O
Doherty,N.S. Soro

(1981) de rato

S

Johnston,R.B.
Jr.

Soro
humano, de
cobaia,
galinha e
camundon-

Método cinético para via alterna
tiva. Medem o tempo para que 50%
dos eritrõcitos de coelho dispo­
níveis sejam lisados (tl/2).
lação entre tl/2 e diluição
soro é expresso por equação tem-
po-dependente de von Krogh, poden
do ser calculado o título do soro.

Mede o tempo para lise de 50% dos
eritrõcitos de carneiro sensibi­
lizados (via clássica) ou de coe
Iho(via alternativa), para deter
minar a atividade hemolítica do
soro humano.
Determina o tempo para lise de 50%
dos eritrõcitos de coelho sensibi
lizados, produzida pelo soro de
rato com ou sem a substância an-
ticomplementar. A concentração da
droga capaz de inibir 50% da at_i
vidade hemolítica do soro é cha
mada I5Ó e calculada a partir da
relação entre porcentagem de ini
bição versus concentração da droga.

Medem a capacidade de os imune
complexos consumirem complemento.
Após incubação tubos contendo ccrn
plemento submetido aos imunecom
plexos e tubo controle têm ativi
dade hemolítica determinada por
método cinético (Lachman, Hobart
e Aston, 1973). Resultado é
presso como porcentagem de
plemento consumido ou porcenta­
gem do valor do controle.
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métodos de fixação de complemento — simplicidade aliada ã sensib_i
literatura elidade

a dificuldade na comparação dos resultados de diferentes autores,

tribuidas aos métodos que se utilizam de fixação do complemento, na

sibilidade de se detectar e medir atividade sobre o complemento de
objetivo

substâncias anticomplementares frente a
ção de complemento. A possibilidade de aplicação de análise matemã

obten
reprodutibi

lidade e comparabilidade do método padronizado.

complementares não conhecidas, vene

de atuaçãono de sapo, comparado com o de substâncias de mecanismo
sobre o complemento já esclarecidos permitiria até elaborar inferên
cias sobre o modo de agir das primeiras.

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

substânciasdetectar e medir a ação de imunecomplexos e/ou outras
sobre o complemento, reprodutível, comparável e suficientemente sim
pies e sensível.

Mais ainda, o estudo de substâncias de ações anti
como no caso de uma fração de

um método cinético de fixa

substâncias que nao os imunecomplexos, além destes. Como

ção de parâmetros bem definidos capazes de acentuar a

a heterogeneidade metodológica observada na

as vantagens oferecidas pelos

decidimos padronizar um método que fosse capaz de detectar e medir
atividade anticomplementar, baseado nesta técnica. As limitações a

verdade, constituiram um estímulo a

adicional, procuramos conhecer melhor o comportamento de diferentes

Considerando, então,

tica, característica comum dessa metodologia, prenunciava a

seu estudo, já que havia a pos
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1 COMPLEMENTO HUMANO (CH)

huFoi utilizada uma mistura de soros de doadores
selecionados entre alunos da Faculdade demanos normais, Medicina

de Ribeirão Preto da Universidade de são Paulo. mistura foiEsta
liofiliza

. Quando do seu uso reconstituia-se pela adição de 4,0 ml de
água destilada e 1,0 ml de solução preservadora de Richardson(SPR),
(Almeida e Fife, 1976) ou por 5,0 ml de água destilada.

DOSAGEM DA SOLUÇÃO DE CH2

hemolíticaunidade
(ko) e inclinação (ho), pelo método padronizado por Almeida e Fife,
1976.

SISTEMA INDICADOR DE HEMÓLISE3

Hemácias de carneiro: foram obtidas de animais pertencen3.1.
tes ao biotério geral da Faculdade de Medicina de Ribe_i

conser

1. Centrifugai Freeze Dryer
Model 30/ PI 574
Edwards High Vacuum Ltd. England

distribuida em ampolas no volume de 5,0 ml e em seguida
da1

ção de CH era submetida ã determinação de sua

rão Preto da Universidade de São Paulo. Coleta,

Após reconstituída e sempre que necessário, a solu
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de
sus

Publi
cação Científica n9 319 da OPS (Almeida e Fife, 197 6) .

Hemolisina: a solução de hemolisina se empregou em dose3.2.
de máxima sensibilização. Utilizou-se hemolisina do lo

n9 770214, de título de sensibilização máxima 1:500,te
preparada segundo técnica de Ulrich e Mac Arthur, 1942.

obti3.3.
da por mistura volume a volume da suspensão de hemácias
de carneiro e da solução de hemolisina.

SOLUÇÃO DILUENTE

sio (5 x 10

SUBSTÂNCIAS ANTICOMPLEMENTARES5

5.1.
peloagregadapensão a 1%

eritrõcitos por ml, correspondente a uma

e magné
Preparou-se uma solução estoque 10 vezes con

A suspensão de células indicadora de hemõlise foi

na isotõnica, boratada,
~4M).

vação e preparo de uma suspensão contendo cerca
91,2 x 10

pensão corrente de 5%, obedeceram o prescrito na

Gama Globulina Humana Agregada (GGHA): foi empregada sus
GGHA de preparo comercial1

centrada, que era diluída quando do uso.

1. Gama Globulina "Behring"
Lote ABA - Data de Fab. 1/80

Para todas as diluições empregou-se a solução sali
-4e acrescida de cálcio (1,5 x 10 M)
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1,0 ml
desta suspensão foram congeladas para uso posterior.

solução de preparo comercial5.2.
contendo 5.000 UI por ml, correspondente a

refrige
uso.

5.3. gen
tilmente pela Professora Dra. Ana Isabel de Assis do De
partamento de Ciências Fisiológicas da Faculdade de Odon
tologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo.

concentração de 0,27 mg por ml per

5.4. na concen
tração de 5 mg por ml. Alíquotas de 1,0 ml desta suspen
são foram congeladas para uso posterior.

lipopolissacãride B5.5.
Alíquotasconcentração de 100 pg por ml.de E. coli

desta solução foram congeladas até a utilização.

1.

2. Fleischmann Laboratories
3. Difco Laboratories

Control: 469643

Endotoxina: empregou-se solução de
3 na

Uma solução de FAV na

aquecimento a 63°C por 30 minutos. Alíquotas de

maneceu congelada até as dosagens.

50 mg de heparina. Esta solução foi mantida sob
ração a 4°C, até o

- 2Zymosan: utilizou-se uma suspensão de Zymosan

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

Heparina: foi utilizada a
de heparina1

Fração ativa de Veneno de Sapo (FAV): foi fornecida
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6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Em tubos de ensaio adequados para utilização como
cuvetas de espectrofotometria, foram distribuidas diluições da subs

soluçãoda
Uma solução de CH foi preparada de modo a conter 20 uni-diluente.

dades hemolíticas em cada 2,0 ml, deixada estabilizar por 10 minu
tos â temperatura anbiente, e acrescentada a cada tubo,

dei
xada em banho-maria a 37 C durante 30 minutos. na maioria dos en-

Terminado o período de incubação, 0,4 ml da suspensão de hesaios.

de um pipetador automático, tão rápido quanto possível. A ordem de
colocação do sistema indicador se fez do tubo de maior concentração
da substância anticomplementar até o tubo controle. Quando o tubo

cro
e,

passou-se ã leitura espectrofotométrica da

através da circulação de água aquecida em seu interior, gerada por

1. Coleman Instruments Inc.
Model: 6A N9 A-35671
Maywood, 111., USA.

da tubo. As diluições foram feitas, geralmente, segundo uma progres
são geométrica. O tubo controle continha igual volume

com porta-cuvetas adaptado para manter temperatura de 37°C,

tância anticomplementar a ser testada, no volume de 0,1 ml para ca

neste volu
me. A mistura foi agitada suavemente por inversão dos tubos e

mácias sensibilizadas foram adicionados a cada tubo, com o auxílio

controle recebeu as hemãcias sensibilizadas, imediatamente um
nômetro foi acionado. Todos os tubos receberam suave agitação
sempre mantidos a 37°C,
turbidez. Utilizou-se para estas medidas um espectxofotõmetro Coleman

Junior’'"
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fei(Fig. 1). As medidas foram
tas em comprimento de onda 700 nm. O zero de turvação foi ajustado
utilizando-se o tubo controle antes da colocação do sistema indica

ópticador. Leu-se em primeiro lugar o tubo controle. A densidade
(DO) no tempo zero foi verificada e o tempo para que esta DO se re
duzisse ã metade foi anotado. Os demais tubos foram lidos

substânciaem

registrados. Ao final da última lei

7 MEDIDAS DE CONDUTIVIDADE

Foram realizadas em amostras de soro humano recons

de hemolítica de

1. Juchhein Labortechnik
Typ. Paratherm U-4 N9 123
West Germany

(tl/2>
sucessivamente em ordem crescente da sua concentração

foram feitas ã temperatura de 37°C.
cuja constante da célula é igual a 12,5 cm

■ 5 até 50 UCH5().
O volume de cada amostra era de 4,0 ml e as medidas

, 2Utilizou-se um condutivunetro

um aparelho de banho-maria Julabo^

anticomplementar, e seus t-jy2
tura o cronômetro foi desligado (Fig. 2).

2. Konduktometer E 527
Metrohm Herisau, Switzerland

tituido com ou sem SPR, em 10 diluições correspondentes ã ativida-
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H

B

C

H

Q

A - Espectrofotômetro com porta-cuvetas
adaptado.

- Banho-maria com circulação de água
aquecida.

- Banho-maria comum, para incubação.

FIGURA 01 - Conjunto de aparelhos para medida da a ti.
vidade anticomplementar.
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0,1 ml

2,0ml

Incuboçõo o 37°C por õOminutos

0,4 ml

Leitura em 700nm

FIGÜRA 02 - Fluxograma do método cinético para deter
minação de atividade anticomplementar.

1 solução
diluenf*

1 hemócios
J sensibilizado*

vN?-y■

u u u - ir ü
1=2 L4 1=8 l:n . C
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1 DOSAGEM DO CH E PREPARO DAS SOLUÇÕES COM NÚMERO DEFINIDO DE
UNIDADES HEMOLÍTICAS

ampola
reconstituída e esteve em torno de K = 0,0036 ml com ho
soluções que recebiam SPR eram novamen
te dosadas a cada 3 dias, verificando-se uma queda da atividade he
molítica, ocorrida espontaneamente, de pequena monta. A partir

preparavam-se as soluções de CH para traba­
lho,

MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DAS SUBSTÂNCIAS ESTUDADAS2

O método utilizado experimentos
foram descritas detalhadamente em Material e Métodos. Para todas as
substâncias testadas havia a necessidade de um ensaio preliminar pa

Desta forma, 10 di
e

diluição capaz de inibir 50% da
A partir de então escolhiam-se as diluiatividade hemolítica do CH.

ções adequadas, capazes de produzir inibições mensuráveis da ativi
dade hemolítica do CH, maiores e menores que 50%.

Vários ensaios foram realizados para cada uma das
substâncias testadas: GGHA, heparina, FAV, Zymosan e endotoxina. To
dos os experimentos utilizaram soluções de CH, do lote,mesmo

O CH com ou sem SPR era dosado logo após a reconsti
tuição. A unidade hemolítica variou pouco de uma para outra

o
e mantidas sob refrigeração

do conhecimento do ko
com número definido de unidades.

luições ao dobro ou ao triplo da substância teste eram preparadas

e as condições dos

ra se determinar a faixa de diluição adequada.

= 0,38. As

determinava-se, aproximadamente, a
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de

30
nú

das
tabelas.

FAV,e
respectivamente.

Nas mesmas condições experimentais já indicadas

3

foi definida como a dose da substância anti

condições padronizadas do método.
ma

para

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).

As tabelas I, II e III expressam os resultados das
medidas de atividade anticomplementar para GGHA, heparina

faixa de diluição é
apresentado, para cada substância testada, no corpo e legenda

pode ser calculada por método gráfico ou

a razão emero de diluições utilizado bem como

não foi possível detectar atividade anticomplementar para a suspen
são de Zymosan e solução de endotoxina.

DETERMINAÇÃO DA d5Q

A d50
temático. Projetando-se em abcissa as quantidades de substância an
ticomplementar e em ordenada os percentuais de inibição da ativida
de hemolítica do CH, obtém-se uma curva que é característica

reconstituído e preservado pela SPR. Foram empregadas 20 UCH50
CH por tubo de ensaio para todas as substâncias com exceção da FAV

. A incubação foi feita a 37°C porem que se utilizou 10 UCH^q
minutos excepto para a FAV em que o tempo foi de 60 minutos. O

A d50
complementar capaz de inibir 50% da atividade hemolítica do CH, nas

cada substância testada. O estudo da curva indicou o melhor proces
so para sua retificação. Para as drogas anticomplementares
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MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA G.G.H.A.TABELA I

GGHA (pg) % ITUBO

191C

8,5 213 101:1186

1511,4 2251:885

2324915,21:664

302 3720,01:503

5240127,01:372

7679535,71:281

0,75Razão de diluição:
TuIdo C = controle

~ *
DILUIÇÃO fcl/2(s)



-20-

TABELA II MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA HEPARINA

*DILUIÇÃO HEPARINA (pg) (S)TUBO % I

197C

22531,3 126 1:160

5 1:80 62,5 244 19

125,0 300 341:404

413250,0 521:203

597500,0 671:102

1.000,0 957 791

Tubo C = controle

fcl/2

Razão de diluição: 0,5
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TABELA III MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA F.A.V.

INIBIÇÃO (%)FAV (pg) (s)TUBO

383C

1:32 1,7 440 135

470 193,41:164

555 316,81:83

4265513,51:42

1.065 6427,01

Tubo C = controle

fcl/2DILUIÇÃO*

* Razao de diluição: 0,5
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100-1

50-

16,0 24,00

/jg DE GGHA

32,08,0

UJocco
Q_

UJ
a

s
UJo
<

O
■ <
oi
£□

40,0

^50

L

FIGURA 03 - Relação entre quantidades de GGHA e por
centagens de inibição da atividade hemo
lítica do CH. A d50 se encontra indica
da. Equação correspondente: y = 2,45x -
12,50; r = 0,99; d5Q = 25,56 yg.
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100-1

50-

0

jug DE HEPARINA

600 800200 1000
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z
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K
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400

o
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FIGURA 04 - Relação entre quantidades de heparina
e porcentagem de inibição da ativida­
de hemolítica do CH.
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100-1

50-

40,032,016,00

jug DE FAV

24£8,0

LU
Q

2
UI
O
<
z
LU
G>
CC
O
CL

O•<r
O'
m
z

FIGURA 05 - Relação entre quantidades de FAV e por
centagem de inibição da atividade hemo
lítica da CH.
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transfor-
decimallogarítmica

potencialdas quantidades de substância anticomplementar. A curva
logaritmos decimais dos

anticomple
mentar.

Retificadas as curvas resultantes,
com

linha paralela ã abcissa e originada na ordenada igual a 50%.uma
Nas transformações logito versus log, esta linha é abeis
sa,

é cálculoo
e

(para as curvas potenciais), onde:

= quantidade de substância anticomplementar para y% de inibiçãox
da atividade do CH.

y

es
critas:

logito Y = log k + h log x, onde logito Y é igual
para a heparina;

e log y = log k + h logX» para a FAV.

consao
ceito de d acima descrito.50

As Figuras 3, 6 e 7 e respectivos parâmetros das re
gressões lineares são exemplos demonstrativos da aplicação do

k = intersecção com o eixo da ordenada.
h = inclinação da relação linear entre x e y.

= percentual de inibição da atividade do CH dada por x de subs
'tância anticomplementar.

e das quantidades da substância

a d50

da FAV foi retificada pela transformação em
percentuais de inibição

Para retificar a curva potencial da heparina utilizamos a
mação logística dos percentuais de inibição e

a log y/l-y.

a zero.

de x para y = 50%,
. hy = k x

é represen
tada pelo ponto da abcissa correspondente â intersecção da reta

já que logito de 50% é igual
Matemãticamente a determinação da d5Q

nas equações y = k + hx (para a reta da GGHA)

As equações transformadas para retificação, são

a própria
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0
50,0
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de HEPARINA

entre
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31,3 62,5
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500,0 1.000,0
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d50

lLjJ
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FIGURA 06 - Relação entre quantidade de Hepa
rina (log) e porcentagens de inibição
da atividade hemolítica do CH (logito).
A linha horizontal representa o logito
de 50% de inibição e a d5Q é indicada.

~ 0 98Equação correspondente: y/l-y = 0,004x '
r2 = 0,99; d5Q = 247,8 pg.
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50-
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FIGURA 07 - Relação entre quantidades de FAV
(log) e porcentagens de inibição da at_i
vidade hemolítica do CH (log). A d
encontra indicada. Equação corresponden
te é y = 0,096x0'57; r2 = 0,99;
d50 = 17,4 pg"
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REPRODUTIBILIDADE DD MÉTODO4

Foram feitos 5 experimentos sucessivos (A, B, C, D
da

GGHA. Todos os ensaios foram realizados no mesmo período do dia, pe
la mesma pessoa, utilizando os mesmos reagentes e o método descrito
anteriormente.

0 CH foi reconstituído e preserdado pela SPR. Todos
igual períoe

do de incubação, ou seja, quin
tuplicata, são apresentados nas Tabelas IV e V nas Figuras 8, 9 e

e faixa de diluição aparecem10. no
corpo e legenda das Tabelas. Pode-se observar que a variação é míni.

grupo
ainda,

que o perfil gráfico de cada ensaio para GGHA e para heparina obede

vas potenciais para a heparina.

5 ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO ZYMOSAN E DA ENDOTOXINA SOBRE
COMPLEMENTO NÃO DILÜIDO

5.1.
des

congelados e centrifugados a 2.000 rpm, durante 10 minu
tos. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento de

soluçãodois tubos foi acrescentado 0,5 ml da de CH

os tubos, de todos os experimentos receberam 20 UCH
o,_

50
30 minutos a 37UC. Os resultados em

ma entre os ensaios, sendo apenas pouco mais perceptível no
da GGHA, porém sem significância estatística. Saliente-se,

ce sempre ao padrão da substância, ou seja, retas para a GGHA e cur

O número de diluições, razão

Zymosan
Tubos contendo a suspensão estoque de Zymosan foram

e E) para a medida da atividade anticomplementar da heparina e
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100-1
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FIGURA 08 - Relação linear entre quantidades de GGHA
médias aritméticas das porcentagens

do
e as
de inibição da atividade hemolítica
CH. Experimento em quintuplicata.
equação obtida pela regressão comum

2y = 2,36x - 12,22; r = 0,99; d,
26,41 yg.
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FIGURA 09 - Relação entre quantidades de heparina e
as médias aritméticas das porcentagens
de inibição da atividade hemolítica do
CH. Experimento em quintuplicata.
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FIGURA 10 - Relação entre quantidades de he
parina (log) e as médias aritméticas
das porcentagens de inibição da ativi­
dade hemolítica do CH (logito). Experi
mento em quintuplicata. A equação obti^
da pela regressão comum é y/l-y = 0,0054
x°,96; r2 = Q,99; = 226,0 yg.
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reconstituida e preservada por SPR e, a outros dois tu
bos 0,5 ml de CH reconstituído apenas com água destilada,

suspensões

durante

Tubos controle com apenas solução de CH,30 e 60 minutos.
preservado ou não preservado. em volumes idênticos aos
experimentais tiveram a mesma incubação, defasagemcom
de 10 minutos em relação aos experimentais. Após incua
bação todos os 2.000 rpmtubos foram centrifugados a
durante 10 minutos; retirou-se 0,1 ml do sobrenadante e
transferiu-se para tubos de ensaio especiais para medi
das espectrofotométricas. Completou-se o volume até 2,0

a
sensibi

lizadas a cada tubo e o cronômetro imediatamente foi
acionado. Prodeceu-se ã medida do t tubo,para cada

Os re
sultados são apresentados nas Tabelas VI e VII.

Endotoxina5.2.
centrifuga-Procedimento semelhante ao anterior, sem as

Tabelas VIII e IX.
A observação das Tabelas VI e VIII permite concluir

que o Zymosan e a endotoxina exibem atividades anticcmplementares, men
águasurãveis, quando incubados

Por outro lado, nas Tabelasdestilada e não diluído. VII IXe

cada tubo. Os tubos controle receberam solução salina em

com o CH reconstituído apenas com

ções, foi efetuado para a Endotoxina de E.coli. A quanti^
dade de endotoxina foi de 0,1 ml da solução estoque, para

ml com solução salina diluente, préviamente aquecida
37°C. Acrescentou-se,

1/2
iniciando-se pelos controles, de 30 e 60 minutos.

vez de substância testada. Os resultados são expressos nas

formadas, foram incubadas em banho-maria a 37°C
ambos não diluídos. Agitou-se suavemente e, as

então, 0,4 ml de hemãcias
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MEDIDA DA AÇÃO DO ZYMOSAN SOBRE A ATIVIDADE HEMOLÍTICATABELA VI
DO CH RECONSTITUÍDO

INCUBAÇÃO (MINUTOS)TEMPO DE
TUBO 30 60

(s) (s)% I % I

CONTROLE 135 145

29 300 52190ZYMOSAN

MEDIDA DA AÇÃO DO ZYMOSAN SOBRE A ATIVIDADE HEMOLÍTICATABELA VII
DO CH RECONSTITUÍDO E COM SPR

INCUBAÇÃO (MINUTOS)TEMPO DE
TUBO 6030

(s) % I(s) % I

242248CONTROLE

226 00227ZYMOSAN

fcl/2

tl/2

fcl/2

fcl/2
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MEDIDA DA AÇÃO DA ENDOTOXINA DE E.TABELA VIII COLI SOBRE A
ATIVIDADE HEMOLlTICA DO CH RECONSTITUÍDO

INCUBAÇÃO (MINUTOS)TEMPO DE

TUBO
30 60

% I % I

185 198Controle

205 10 247 20Endotoxina

MEDIDA DA AÇÃO DA ENDOTOXINA DE E.COLI SOBRE ATABELA IX
ATIVIDADE HEMOLlTICA DO CH RECONSTITUÍDO E COM SPR

INCUBAÇÃO (MINUTOS)TEMPO DE

TUBO
6030

% I% I

241Controle 240

245 1,60234Endotoxina

fcl/2(s)

fcl/2(s)

4/2(3)

4/2 (s)
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é capaz de

USO DA SPR NA RECONSTITUIÇÃO DO SORO LIOFILIZADO:6
EFEITO SOBRE A ATIVIDADE HEMOLÍTICA DO CH

alteraçãoEste experimento foi delineado devido a

conten
do cada uma 50 unidades hemolíticas para cada 2.0 ml. soluçõesAs
foram mantidas em banho de gêlo-ãgua e, a partir destas. foram

com número definido de unidades hemolíticas.de 2,0 ml, Desta forma
10 medidas foram efetuadas para CH reconstituído com e sem SPR ten
do o número de unidades hemolíticas variado de 5 a 50 com intervalos

solu

deixados estabilizar por 10 minutos a 37 C, a seguir a
e o

Efetuou-se também medidas de condutividadeera registrado. em
O

volume das amostras foi de 4,0 ml e as medidas feitas a 37 C. Dos
Tabela X e Figura 11, depreende-se que

reconstituição do soro humano liofilizado al
empregam

aqui estabeleci^
das.

ção de CH,
crescentava-se 0,4 ml da suspensão de hemácias sensibilizadas

diluições contendo 25 UCH^q

a utilização da SPR na
tera a atividade hemolítica do CH, perceptível quando se

resultados, apreciáveis na

nota-se que a presença da SPR na reconstituição do soro
bloquear a inibição da atividade hemolítica do CH.

ou mais, nas condições

soro. Foram prepa
radas soluções de CH, preservado e não preservado pela SPR,

pre
paradas por diluição com solução diluente, novas soluções no volume

de 5 unidades entre si. Os tubos de reação recebiam 2,0 ml da
o,

fcl/2
todas as diluições de complemento preservado e não preservado.

de força iônica determinada pela adição da SPR ao
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EFEITO DA CONCENTRAÇÃO SALINA DA SPR SOBRE ATABELA X
ATIVIDADE HEMOLÍTICA DO CH

COMCH SP R SEM SPR
(UCH (s) C (mS) (s) C (mS)

14,35 849 16,4 540

10 316 18,3 238 16,3

172 16,8227 19,515

20,6 145 16,820 204

127 16,921,619725

116 16,922,620030

107 17,0208 23,535

98 17,024,421740

95 17,125,324045

91 17,126,026350

hl/250) tl/2
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FIGURA 11 - Efeito da presença de SPR na reconsti­
tuição do soro sobre a atividade hemo
lítica do CH. As linhas cheias
sentam atividade hemolítica do CH

sem SPR; as tracejadas,
dentes medidas de condutividade.
círculos abertos representam o CH
SPR e os círculos fechados o CH
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7
ANTICOMPLEMENTAR

7.1. GGHA
Mediu-se o t de uma suspen

relação ã 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 suspensão de GGHA

2,0.ml da solução de CH preservado, contendo 20e unida
des hemolíticas. Os tubos controle receberam 0,1 ml de
solução salina diluente e a mesma quantidade de CH. To-

duais. A seguir foram colocados em banho-maria a
respeitando-se uma defasagem de tempo que permitisse a

. No tempo zero de incubação. o ccmplemen

10 minu

tos de incubação acrescentava-se ao tubo controle e a se
guir ao experimental correspondente, 0,4 ml da suspensão

7.2. Heparina
substãnEnsaio semelhante foi realizado tomando-se como

cia anticomplementar a heparina. Utilizou-se soluções de
heparina diluidas a 1:30 em relaçao ã estoque. As medidas
foram feitas em tempos que variaram de 0 a 120 minutos
com intervalos de 15 minutos entre cada medida.

ESTUDO DA INFLUÊNCIA DO TEMPO DE INCUBAÇAO SOBRE ATIVIDADE

leitura dos t^/2
to se encontrava em banho de gelo-água. A cada

de hamácias sensibilizadas. O t^/2

q_/2' como já descrito acima,
são de GGHA diluida de 1:60 em

dos os tubos experimentais tiveram seus controles indivi
37°C,

era, então, medido.
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7.3. FAV
Para a FAV procedeu-se de forma semelhante ãs anteriores.
A solução estoque foi diluida a 1:8. As medidas foram
realizadas em tempos de 0 a 100 minutos, intervaloscom
de 20 minutos entre cada leitura.

Os resultados destes três experimentos são apresen
tados nas Tabelas XI, XII e XIII. As Figuras 12 e 14 mostram o com
portamento semelhante entre a GGHA e FAV quando incubado com CH em
diferentes tempos, ou seja, a porcentagem de inibição que estas
substâncias impõem ã atividade hemolítica do complemento aumenta
com o tempo de incubação. Em contrapartida, para a heparina, tal
não se verifica (Fig. 13).

MEDIDA DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR VARIANDO-SE O NÚMERO DE8 -
UNIDADES HEMOLÍTICAS DE CH.

para a heparina e para a GGHA, medidasEfetuou-se,
de atividade anticomplementar variando-se o número de unidades hemo
líticas em cada ensaio. Assim, foram feitos ensaios utilizando 10,

40 e 50 unidades hemoliticas de CH sem SPR. A solução mae
de CH era mantida em banho de gêlo-ãgua. As diluições das substâncias
anticomplementares foram feitas a partir dos estoques e ajustadas pa

que se obtivesse percentuais de inibição da atividade do complera
mento maiores e menores que 50%. As Tabelas XIV e XV expressam estes

resultados.

Como se observa pelas Figs. 15 e 17 comportamento da

variando de acordo ccm o número de unidades de CH do experimento.tam d5Q
ensaios, se aproxima. Ambas as substâncias anticonplementares apresen
GGHA e da heparina frente â variação do número de unidades de CH nos

20, 30,
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EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO NA ATIVIDADETABELA XI
ANTICOMPLEMENTAR DA GGHA SOBRE O CH

TEMPO DE INCUBAÇÃO % I
(MINUTOS) CONTROLE GGHA

352310 12zero

10 217 28300

218 350 3820

235 400 4130

228 440 4840

235 510 5450

236 770 6960

68237 73670

243 951 7480

1.000 7624190

1.275 81240100

1.920 87245110

3.130242 92120

fcl/2(s)
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EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO NA ATIVIDADETABELA XII
ANTICOMPLEMENTAR DA HEPARINA SOBRE O CH

TEMPO DE INCUBAÇÃO % I
(MINUTOS) CONTROLE HEPARINA

438 37277zero

45218 39315

4641022230

4441123245

4240923960

4141724675

4243025090

428 40257105
42443259120

4/2 (s)
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EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO NA ATIVIDADETABELA XIII
ANTICOMPLEMENTAR DO FAV SOBRE O CH

(S)TEMPO DE INCUBAÇÃO % I
(MINUTOS) CONTROLE FAV

8307 335zero

372 2428320

467 3231740

3653534160

751 5136580

1.132 64410100

fcl/2
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FIGURA 15 - Relações lineares entre quantidades de
GGHA e porcentagens de inibição da ati
vidade hemolítica do CH, nos experimen
tos com variação do número de UCH^q.
linha horizontal corresponde a 50%
inibição. Legenda: o-- o 10 UCH^q >
o-- o 20 UCHcn; x---- x 30 UCH-- ,□ u ou
A-----A 40 UCH50,----- 50 UCH50.
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FIGURA 16 - Relações entre quantidades de heparina
e porcentagens de inibição da ativida­
de hemolítica do CH, nos experimentos
com variação do número de UCH^q.
da: o-- o 10 UCH50, ---- - 30 UCH
---- 50 UCH50-
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FIGURA 17 - Relações lineares entre as quantidades
de heparina e as razões y/l-y (y = por
centagens de inibição da atividade he
molítica do CH), nos experimentos com
variação do número de UCH^q. A linha
horizontal corresponde a 50% de inibi
ção (y=0,5). Legenda: o-- o 10 UCH^q ,
o---- o 20 UCH50, x---- x 30 UCH50 ,
------ 40 UCHcn,------ 50 UCH^.ou
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É interessante observar-se que os perfis das curvas

obtidas para GGHA e para heparina obedecem aos padrões já verifica

dos anteriormente (Figs. 15 e 16) .

Finalmente, as Figs. 18 e 19 apresentam as relações

e número de unidades de CH utilizadas para

ra a heparina.

que existem entre d^g e numero ue uuxuaues uc on^g
medi-las, sendo linear para a GGHA e logarítmica (log versus' log) pa
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FIGURA 18 - Relação linear entre quantidades de GGHA
necessárias para 50% de inibição da
vidade hemolítica do CH e unidades
líticas do CH.
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FIGURA 19 - Relação entre quantidades de he-
parina necessárias para 50% de inibição
da atividade hemolítica do CH (log) e
unidades hemolíticas CH5Q (log).
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fun

de co
baia, Neste trabalho de
cidimos utilizar soro humano pela vantagem de o método

dif e
renças de atividade entre complementos de espécies diferentes.

O soro humano e a hemolisina foram coletados e
foram coletadostituido por hemãcias de carneiro e hemolisina, e

nou que utilizássemos sempre

iguais

A

apresen

umacomplemento,

preparados em quantidade suficiente para o desenvolvimento de toda
a fase experimental. Procuramos com isto reduzir a um mínimo as va

um só tempo de todas as concentrações das substâncias an
de

uma vez

tou algumas soluções técnicas que agilizaram o
cubação a
ticomplementares e seus respectivos controles com as soluçoes

a adição das hemãcias sensibilizadas quase que

ou soro humano como fonte de complemento.

miraian e Heidelberger, em 1955.
A padronização metodológica aqui descrita

método. Assim, a in

lizado soro de animais de laboratório, em

Métodos para medir atividade anticomplementar,
damentados nas propriedades líticas do sistema complemento, têm uti

maior frequência

pa
mais facilmente aplicável ã investigação clínica, vis

to que assim não há a necessidade de
dronizado, ser

um número definido de unidades CH^q.
A determinação da atividade anticomplementar, atra

vés método cinético de fixação de complemento, foi por nós preferi^
do em razão de sua simplicidade, maior rapidez de execução e
reprodutibilidade e precisão em relação aos experimentos estáticos.
Estas considerações estão em acordo com o exposto por Plescia,

riações destes reagentes, que pudessem interferir com a padroniz^
ção do método e com sua reprodutibilidade. Com a mesma intenção, a
dosagem periódica da atividade hemolítica do complemento proporcio

se considerar possíveis
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expres
siva economia de tempo.

Os ensaios preliminares realizados com cada substãn
cia a ser testada permitiram a escolha adequada da melhor faixa de
concentração, evitando repetições frequentes para ajuste da escala
operacional, além da imprecisão decorrente do registro de

O estabelecimento de um período de incubação aumen
tou, significativamente, a sensibilidade do método, permitindo de

redu

-se observar que as dosagens da FAV tiveram tempo de incubação de
60 minutos, o dobro do tempo para a GGEA e heparina. Quando a FAV,

concentrações relacionadas na Tabela III, era incubadanas com o
complemento por 30 minutos ou menos,
hemõlise não atingiam 50%,
0 tempo de incubação deve, então, ser ajustado de acordo com as ca
racterísticas próprias de cada substância anticomplementar. Assim,

a heparina
exerce sua atividade rapidamente, tornando desnecessário ou impro
dutivo estender-se este período (Fig. 13, pag. 46). Outros métodos
cinéticos de medida de atividade anticomplementar não utilizam a
incubação prévia ã leitura da hemõlise (Vargues, Moraud e Gonthier,
1964; Lauenstein, Siedentopf e Fischer, 1965) ou o fazem por

método proposto por Harkisstempo muito curto .(Doherty, 1981). O
e Brown, a1979 inclui um período de incubação de 30 minutos
dos imunecomplexos precipitados pelo PEG com o complemento. Porém,

terminações precisas da atividade anticomplementar
zidas concentrações das substâncias ensaiadas. Como exemplo, pode-

enquanto a GGHA e a FAV atuam progressivamente sobre o CH, de forma
que maior tempo de incubação resulta em detecção e dosagem de menor
quantidade destas substâncias (Figs. 12 e 14, pâgs. 45 e 47 )

percen
tuais de inibição de hemõlise muito acima ou muito abaixo de 50%.

os percentuais de inibição de

37°C

mesmo com

o que dificultava a determinação da d5Q.

sõ tempo e a sucessiva leitura da hemõlise resultaram numa
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consi
derações incuba
ção.

A escolha do espectrofotômetro utilizado neste tra
balho se deveu ã sua simplicidade, fácil manuseio e baixo custo re

que possibilita a utilização do método por maior
número de laboratórios no país, que disponham de equipamento seme

im­
plicam, de forma alguma, obti
das neste aparelho. As medidas de hemólise feitas em comprimento de

libera
e em acordo com

trabalhos mais recentes de imuno-hemólise (Boackle e Pruitt, 1974;
Hobart e Aston, 1973; Harkiss e Brown, 1979; Doherty, 1981).Lachmann,

de imprecisão nas leituras turbidimétricas. Entretanto, alguns pes
quisadores concluiram que até 30 minutos esta sedimentação é insicj

e que a sua
velocidade é de 7,4 x 10

Neste
tempos máximos de leitura de hemólise raramente excede

ram 15 a 17 minutos,
tação das hemãcias como fator de imprecisão para o método.

1. Resultados não apresentados

Os métodos utilizados para medir atividade anticom
plementar, estáticos ou cinéticos, devem proporcionar o cálculo de
parâmetros específicos para cada substância testada. A determinação

em prejuízo da precisão das medidas
lhante. Por outro lado as características descritas acima não

o que nos autoriza a não considerar a sedimen

a respeito da aplicação e vantagens do período de
este último e os outros autores acima citados não entram em

A sedimentação natural das hemácias em suspensão poderia ser causa

trabalho, os

onda 700 nm permitiram eliminar a influência da hemoglobina libera
da. Estas leituras turbidimétricas, quando comparada âs de
ção de hemoglobina, se mostraram mais precisas^

al e operacional, o

nificante (Siedentopf, Lauenstein e Fischer, 1965)
-4 „células por minuto, portanto desprezível

em relação ã velocidade de hemólise (Boackle e Pruitt, 1974) .
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entre

mesma

substância proveniente de vários lotes

( quantidade da
hemo

lítica do CH, nas condições padronizadas) seg-

e h sao cal

resultados expressam diferentes relações entre y ( percentual de

ticomplementar), para as três substâncias testadas- Os perfis

e
24). Portanto o trabalho matemático para cur

projeçãona verdade, verificamos que a
linear para GGHA (Fig. 3 , pag.

= 0,99). Isto significa

como

heparina

circunstân

ser to tipo y = k x. Estas equações quando tratadas por logaríta
tornam do tipo da equação da reta: log y = log k + log xmos se e.

Todavia no caso da heassim,

Walton,

grá
ficos das projeções lineares para a GGHA, FAV e heparina evidenciam

as curvas potenciais são retificadas.
parina a relação é mais complexa. O simples tratamento por logarít
mos não é suficiente para sua retificação. No trabalho de

cias representam curvas potenciais. As relações entre x e y passam
,h ' - - -

as diferenças entre estas substâncias (Figs.3, 4 e 5, págs. 22, 23
a retificação destas

ta como resultante, com um
que as relações entre x e y, para a GGHA, podem ser escritas
a equação de uma reta, ou seja y = h x + k. Nos casos da
e FAV o mesmo não acontece. Os perfis obtidos nas mesmas

e h (inclinação «do
mento de reta obtido pela retificação ou não da relação cartesiana
entre percentual de inibição, em ordenadas, e quantidade da substân
cia anticomplementar, em abcissas) . Os parâmetros d50
culados com o tratamento matemático das curvas obtidas nos

22) já apresenta um segmento de re
2ajuste ótimo (r

ou em diferentes estágios de
purificação. Neste trabalho procuramos definir a d50
substância anticomplementar capaz de inibir 50% da atividade

vas deve ser diferente. E,

experi.
mentos. Sobre este aspecto é muito importante ressaltar que nossos

inibição da atividade hemolítica) e x (quantidade de substância an

destes parâmetros é que possibilita estabelecer comparações
a atividade anticomplementar de várias substâncias, de uma
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de

dee

fendido por Berksson,
retificada se tornou logito Y = log k + h log x, onde logito Y

Desta

projeções deas

particularPortanto no caso

í e h.

rea

a jus
deriva

Plescia,

1944 e 1951. Assim, para a heparina a relaçao

é

Ellis e Taylor, 1957 é apresentada uma solução para retificar a cur

mula matemática aplicável aos fenômenos, por ele denominados,
ções de alternação. A hemólise é considerada como exemplo de reação
de alternação e a equação de Mentz von Krogh ê perfeitamente
tãvel ãs relações entre hemólise e complemento. Expressões
das da equação de von Krogh são aplicáveis, da mesma maneira,ã ciné
tica de hemólise pelo complemento (Almeida, 1949 e 1950;

e a

y/l-y em ordenadas e x em

e a

uma fór

Para a FAV a retificação é possível com o tratamento lo
equação final é a descrita anteriormente, ou

tes de correlação (Fig.17 , pag. 52).
da heparina, quer o tratamento logístico quer sua expressão não lo
garítmica são satisfatórios para retificação das curvas e cálculo

va, sigmoide no caso, obtida da medida da atividade anticomplemen-
tar, que é a aplicação da fórmula de probitos aos percentuais
inibição e logaritmos ãs quantidades de heparina. Embora os autores
tenham utilizado método estático de fixação de complemento a trans
posição desta solução aos nossos resultados não constituiu proble­
ma. Ainda que a relação probito versus log fosse adequada, preferi.
mos substituir probito por logito, em acordo com o proposto

da d5Q
garítmico simples
seja, iog y = log k + h log x.

Mentz von Krogh em trabalho de 1916 propôs

igual a log y/l-y. Por outro lado, analisando os valores de h obti
dos das regressões logito versus log, em todos os ensaios com hepa
rina, verificamos que estes são sempre aproximadamente 1,0.
maneira a relação entre x e y para a heparina pode ser expressa por
uma equação linear do tipo y/l-y = k + hx. De fato,

abcissas definem retas de ótimo coeficien
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e Heidelberger, 1956;Amiraian Pruitt, Boackle, 1974;Turner e

o
complemento restante em cada tubo após

sao

do

tem
po, o CH estará agindo sobre o sistema indicador sem sofrer a ação
da heparina, que já se fez no período de incubação. Assim o percen

será

Durante o
anticomplementar,

te, cada percentual de inibição será correspondente ao complemento

maior

para a GGHA e FAV.

complexidade na geração de cada ponto representativo dos percentuais
de inibição, poderia explicar o desajuste às relações de von Krogh

lise estudadas neste trabalho se aproximam daquelas em que a equa­
ção de von Krogh é aplicável. Entretanto estas considerações

e independe do prolongamento do tempo de incubação, a GGHA e a FAV,
de forma semelhante entre si, aumentam suas ações

o período de incubação e que
o percentual de inibição da atividade hemolítica é derivado do tem
po para 50% de hemõlise, então as relações cinéticas da imuno-hemó

com o correr

Polhill, Pruitt e Johnston, 1978). Se considerarmaos que a quanti
dade de substância anticomplementar exprime, em última análise,

período de leitura o
uma vez que estas substâncias atuam continuadamente. Por conseguin

e 14; pags. 45 , 46

tual de inibição calculado para cada quantidade de heparina
sempre o correspondente ao complemento residual, estabelecido já no
período de incubação. Para a GGHA e FAV tal não ocorre.

CH está, ainda, sob a ação

residual, resultante da somatória da atividade anticomplementar o-

adequadas apenas aos experimentos com a heparina. Isto possivelmen
te se deve aos diferentes mecanismos de ação destas substâncias sõ
bre o complemento. Enquanto a heparina exerce sua ação râpidamente

corrida durante o período de incubação e o de leitura. Esta

tempo (Figs. 12 , 13 e 14; pags. 45 , 46 e 47). Desta forma, no perío
do de leitura da hemõlise que também é feito a 37°C e demanda
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As diferentes formas de atuação destas substâncias
com certeza,decorrem,

no
pe

(Augener, Coopera

. O mecanismo deste processo
ambas

1976 a); inibe o consumo de C

e Stroud,
in

que um método que se proponha medir atividade anticomplementar não

individual
estabelecimen

Ainda
aqui

proposto permite inferir sõbre o modo de ação de substâncias anti
complementares, pela comparação com padrões bem estabelecidos como

formulações matemáticas muito abrangentes.
com base nesta argumentação, poderiamos admitir que o método

iq
num pro

1976 b). Destas informações e baseados em nossos resulta
dos que mostram a atuação da heparina independendo do tempo de
cubação, podemos concluir que sua ação sõbre o complemento é inibi.
tõria e não de ativação.

A partir das considerações acima, julgamos adequado

do mecanismo de interação com o sistema com
plemento. A GGHA é clãssicamente comparada aos imunocomplexos
que diz respeito â atividade anticomplementar. Sua ação se faz

partir da ativação do complexo Cla via clássica,
e Muller-Eberhard,

a várias substâncias.

to de regras ou

pode ter sua aplicação e análise generalizadas
É necessário que o estudo se faça para cada substância

a GGHA e a heparina. De fato este expediente foi utilizado na inves
tigação do mecanismo de ação da FAV sobre o ccnplemento (Assis, 1982).

mente ou, pelo menos, para grupos afins, evitando o

componentes. A FAV afeta a via clássica de ativação do complemento,
aparentemente, interagindo com C

1
1971), desencadeando a sequência até os últimos

1 e C4
é objeto de estudos atualmente (Assis, 1982). Desta forma,

agem progressivamente sõbre o complemento, ativando-o. A heparina,

como outros polianions, inibe atuando diretamente na unidade C

(Raepple, Hill e Loos, 1976); impede a reação de C
++

2 e C4b,
(Loos, Volanakis e Stroud,cesso que sugere sequestro de íons Mg

e Cj pelo C^s, provavelmente intera
gindo com os sítios combinatõrios de carga positiva (Loos, Volanakis
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As óutras substâncias testadas neste trabalho, a
endotoxina de E. coli e o Zymosan,

sua formana

A quantidade de complemento utilizada no método é pequena

alter

incubações da endotoxina e do Zymosan se fi
2 0 UCH

padro

na via clássica do complemento. Em contrapartida, substâncias com
possivelmente atuam

bem atividade anticomplementar nestas condições, ainda permanece a
possibilidade de que afetem o complemento, porém pela via alterna
ti va.

deO método foi submetido a um rigoroso controle

significativa
quando aplicado aos ensaios em quintuplicata, para a GGHA e hepari

na.
Os experimentos realizados com a intenção de veri

ficar a influência do número de unidades de complemento na determi

heparina,

(Tabs.

padronizada. Estas substâncias atuam, preferentemente na via alter

nativa do complemento (Marcus, Shin e Mayer, 1971; Brade et al., 1973).

atividade observável nas condições do método,

sobre a via clássica. Como corolário, para substâncias que não exi

50'
medidaa atividade anticomplementar pode ser apreciada, porém não

e posteriormente diluído até

em função do número de UCH5Q

zeram com sõro concentrado

mostraram, tanto para a GGHA quanto para anação da d50
importante variação desta d5Q

rimentos 5.1 e 5.2, as

(corres
pondente ao soro diluído 12 a 15 vêzes) o que torna menos provável
a detecção da atividade de substâncias que agem sõbre a via
nativa (existente em baixa concentração nõ sõro). Quando, nos expe

Podemos então concluir que o método, como

não apresentaram atividade anti
complementar mensurável quando ensaiadas pelo método

em termos de d^g.
nizado, se presta a detectar e medir a ação de substâncias que agem

qualidade (exp. 4, pag.28 ) . A reprodutibilidade se mostrou fator de
excelência, expressa pela análise de variância não
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Figs. 15 e 17; págs. 48 e 49 e 50 e 52). EstesXIV e XV, resultados
confirmam e ampliam os de Lauenstein, Siedentopf e Fischer de 1965 ,.
embora com valores absolutos diferentes para as d Além

para a GGHA e y/l-yx
parina variaram de acordo com o número de UCH Levando em conta

entrea
várias amostras ou lotes de complementoas

discutidos acima, consideramos que a fixação de um número definido
para cada experimento é condição básica para se assegurar

ena
tre diversos trabalhos. Walton, Ellis e Taylor, 1957, quando testa

prcvenien
te de um animal diferente, encontraram significativas variações pa

sem entretanto as correlacionar compara os autores),ra d
cada amostra.de50

, verificamos que as formas básicas das curvas, estamero de UCH
, se repetem nos ensaios com 10,

e o número de unidades
e 19 ). Esta correlaçãoCH

50'
e os nossos resultados

50
belecidas para

ções lineares de y versus

da d50,
proje

50 UCH50.
20 UCH50

Portanto o comportamento das substâncias frente ao comple
mento não é alterado. Com o tratamento matemático destas relações,

versus x para a he

ram a heparina com 5 amostras de soro de cobaia, cada uma

de UCH50

reprodutibilidade do método e para se estabelecer comparações

50"
também as inclinações (h) dos segmentos de reta obtidos das

50"
ampla variação de atividade hemolítica, em unidades CH

1

rificação importante é a de que utilizando um número menor de unidades

30, 40 e

50 (IC50
as diferenças entre os números de unidades CH
Ainda analisando os resultados dos experimentos com variação do nú

constatamos que existe correlação entre d50
utilizado para determiná-las (Figs. 18

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

1. Na espécie humana a faixa de normalidade para o complemento é
de 200 a 400 UCH5Q por ml de soro (Almeida, comunicação pessoal).
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de complemento temos a possibilidade de detectar e medir menores
quantidades de substância anticomplementar. Esta conclusão é corro
borada pelos ensaios com a FAV, onde a utilização de 10 UCH em
vez de 20 UCH50
minação da d50-

método.
Finalmente, podemos verificar que há diferença de

atividade hemolítica entre o
em

SPR é sempre maior que a do soro com SPR, mas ainda assim esta ati
vidade aumenta paralelamente até a concentração correspondente a

Daí em diante,
prejud^

de tal forma que a solução atingindo condutividade em tormentada,
22 mS torna o meio inadequado â atividade do ccmplsuento.

Esta interferência foi também notada nos experimentos com endotoxj.
na e Zymosan, feitos com soro reconstituído e inicial

onde nos ensaios realizados com soro contendo SPR a atividamente,
de anticomplementar não foi detectada. Estes resultados eram previ

te com a fõrça do diluente (Mayer,
con

, deve ser considerada com cuidado.

atividade hemolítica do complemento varia inversamen
1961). Portanto a utilização de

centrações acima de 25 UCH^q

não diluído

soro humano reconstituído e preserva-

síveis pois a

no de 21 a

25 UCH^q. Daí em diante, enquanto o soro sem SPR é mais ativo quan
do mais concentrado, o soro com SPR passa a ter esta ação

do pela SPR e o mesmo soro não preservado. A atividade do soro

50
como nos casos da GGHA e heparina, permitiu a deter
Este recurso, ao lado da variação do tempo de incu

bação para algumas substâncias, proporciona maior sensibilidade ao

cada. Isto se deve â ação da SPR que também tem sua concentração au

soro humano preservado pela SPR como fonte de complemento, em
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Uti

a
gama globulina humana agregada pelo calor, heparina, endotoxina e

O método como padronizado permitiu a determinação
de parâmetros específicos e definidos que caracterizaram as subs-

sapo), porém não aplicado para aquelas que agem sobre a via alter
nativa (endotoxina e zymosan) . As análises gráficas matemáticase

e

As medidas feitas com quantidades variáveis de com
plemento ressaltaram a importância de se fixar um número definido
de unidades hemolíticas em cada ensaio para torná-lo reprodutivo e
comparável. Além disso foi possível demonstrar que há relação entre
a dose para 50% de inibição da atividade do complemento
de unidades hemolíticas utilizado para sua medida.

plemento poderia afetar as
condições experimentais que permitem o uso de complemento preserva
do com solução de Richardson.

via clássica do complemen
to (gama globulina humana agregada, heparina e fração do veneno de

fração ativa de veneno de sapo de ação sobre o
complemento não totalmente esclarecida.

O trabalho aqui apresentado constituiu na padroni­
zação de um método para medida de atividade anticomplementar.
lizou-se técnica cinêtica de fixação de complemento. Foram estuda­

das relações entre quantidades de substâncias anticomplementar
porcentagens de inibição da atividade hemolítica do complemento, e
videnciaram diferenças entre as substâncias testadas, possibilitan
do inferências sobre o mecanismo de interação com o complemento.

a atividade hemolítica foram definidas

tâncias atuantes preferentemente sobre a

zymosan além de uma

e o número

Desde que o emprego de solução preservadora de com

das substâncias anticomplementares de atividade conhecida, como
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O método padronizado sim-

pela via clássica.

pies, não dispendioso, sensível e reprodutivo, capaz de detectar e
medir a atividade de substâncias que interagem com o complemento,

se revelou de execução
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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 ganuna
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 parameters that characterize
the substances which act preferentially on the classic complement
pathway (aggregated human gamma globulin, heparin, and the toad

The method, however, could not be appliedvenom fraction). to
substances that act on the alternative pathway (endotoxin and zymosan).

Mathematical and graphic analysis of the relationship between amount

substance and percentage of inhibition of theof anticomplement
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

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 oonditions
that permit the use of complement preserved in Richardson solution.

The method standardized here was shown to be easy

measure the activity of substances that interact with complement
through the classic pathway.

hemolytic units in each assay for reproducibility and comparison
purposes. In addition, it was possible to demonstrate a relationship

to carry out, inexpensive, sensitive and reproducible, and able to
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