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ALREYTATLARS

I e s . "
A: 30ro de coelho aenti-sstroma de hemdcias de carneiro { hemalisine

. in

AZ: Fresan II de cromatografie da hemolisina total em 245 gelulose,
a,Ig3: 30ro de carneiro anti-Ig3 de coelho,

a,5hbar: S0ro de coelho anti-sdra normal de corneiro,

a,.5k0: 30ro de carneirs anti-sorag normal de coelho.

C: Complementg,

G1l: Frimeiro componente do sistema complemento,

£: Eritrdcitos de carnesiro,

A: SGistema hemonlitico constituido de eritrocitos de carneiro e hemolisina

m

~ e Ly s P g . -
EAZ: Sistema hemolitico constituido de eritrocitos de carneiro e fracac II

da hemolisina,
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A201: Sistema hemolitico EAZ2 com 01 fixado.
. Ig

L] - £ » a -
Ig5: Eritrocitos de carneiro conjupedos com Ig5 de coslhno.

V]

{

=

Ig3: Ig3 do soroc normal de coelha.

IgSac: IgS do soro de carneiro anti-Igh ée coelho,
IgSn: IgS do soro normal de cerneiro.

Rl: Reativo 1 do soro naormal de cobaias,

ShCar: Soro normal de carpeiro,

SNGC: Soro normal de coelha,

T: Tamp&o.
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1., INTRCOUCAD

As pesguisas sobre a lacajiza§§0 do sitio reacansével pela ativaqéa do
complemento por um sistema antigeno asnticorpo mostraram a importancia da
regido Fc da Ig3 { TARANTA e FRANKLIN 1961; IHIZAKA, ISHIZAKA e BU3AHA
AA 1962 ; UTSUMI 1969 ). Por outro ladao, alguns pesoulisadores mostraram a
impmrténcia de estruturas no fragmento F{ab')2 na ativacloc do complemento
( REISS e PLESCIA 1963; SCHUR e BECKER 1963 ),
Us trabalhaos acima referidos, foram efetuados com & moleécula de anticorpn
digerida, mas recentes pesquisas indicam a imgorténcia da integridade de
estruturas da imunoglobulina para a maior eficiencia em ativar o sistemsa
complemento. COOLOMB e FORTEAR ( 1975 ) usando o Tragmento Fach da I35 de
coaslho obtido pela digestao deste imunoglobulina com plasmina, verifica
ram que as unidades de complemento fixadas por éste frasmento ou pela Igl
integra tratada com acido, eram significativamente menores do gue as fixa
das pela Ig3 nativa. A redugdo das pontes de dissulfetc da Ig3 de carnei
ro ou de coelho, ocasiona um decrescimo da eficiéncia destas imunoglobuy
linas em ativar o complemento ( SCHUR e CHRISTIAN 1964 ) o que indica que
a integridade de estrutura tridimensional € importante nara a ativacac do
complemento, PRESS ( 1575 ) trabalhando com imunocomplexos constituf{dos
de ovalbumina { Ov } & IgG de coelho anti-Ov, verificou que a méxima fixa
950 de Cl a este imunocomplexo, era dependente de integridade de determi
nadas ligagOes covalentes e de outras nao covalentes da imunoglobulina,
0 conjunto de dadons acima apresentados, mostraram B necessidede da uti
lizacao no estudo do sitio de ativacao do complementn, de uma metodologia
gque nac submeta a moleécula de imunoglobulina a tratamentos aue conduzam a
desnaturagan, Seria desejavel portanto, oue se dispuze-se de um reagente
que nao alterasse a estrutura tercidria da imunoglobulinz e aue Fosse ca
paz de se combinar especfficamenfé com o0 sitic de ativa;%c do complamento
na molécula da imuneglobulina.
Aparentemente alguns anticorpos anti-imunoglobulinas san potencialmente
capazes de preencher éstes reouisitos. Varios sutores { 30RET 1904; =HR
LIGH 1906; FRIZDBzAR3=R e VORLSOHT 1907; ALTaaN 1812; LA PCATL, 2 LUDZE e

ARCULIEHR 1950; HUWPREY 1957 ] utilizando imungsoros anti-hemolisine, de



monstraram gue estes imunesoros tinham a capacidade de dinibir ou de re
forcar a lise do sistema hemolftico. AAN3ZIL { 1958 ] trabalhando com 80
ros de cobalas anti~-Ig5 de coelho, mostrou cus estes soros noderiam ini
bir ou reforcar & lise, na dependencia estrite do seu contedds relstivo
de gama-1 8 gama-Z,
ESTEVES, SANTTANNA, ANWES e JINAZHI ( 1974 ) isolaram do soro de carnel
rog anti=0ONP, duas imunoglobulinas de classe Ig3 2 denominaram-as ds Ig8
{ slow } e IgF ( fast )} com relacao as suas mobilidades elstroforéticas
e verificaram gue & IgS nao ativave o comnlemento nela via classica, e
gue a IgF timha a pronriedade de ativar por esta via,
SAKURADA { 1974 ) mostrou que a IgS dos snras de carmeiro anti-Igs de coe
lha, tinha a capacidade de inibir a lise das hemdcias de carneiro, sensi
bilizadas pelo complexo soro albumina bovina ( S4B } e soro de coslho an
ti~5AB. Utilizando imunoglobulinas do tipo IoS isoladas do soro de carnei
ro znti Ig3 de coelho, espec{ficas para os determinantes antigénicos das
regioes Fab e Fc da Ig3 de coelho e emprecando o modelo utilizado por
RANGEL { 1968 ) foi possfvel a 3axkuRafA { 1974 ) verificar gque a inibicao
da lise do sistema 3AB e enti~S5A8 por ectes antisoros foi de 85 a 304,
Estes dados sugerem & possibilidade de se utilizar a Ig5 d=2 carneiro
anti Ig3 de coelho para o sstudo de inibig%m da imuno hemolise pelos so
ros anti imunoglobulina, Entretanto, o mecanismo desta inibigdo nao S con
hecido, & o presente trabalho fol realizado com o obietive de contribuir

para o conhecimznto do mecanismo desta inibicao,



2, wATSAIAL £ WETOO0S
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2.1, Antigengs

Sore normal de coelho, O sorp normal de coelho Foi obtide & partir do

sangue coletado no matadouro da granja 3slecte na cidade de Itu, do sta

el — ~ - >
do de Sec Faulo, tste sorg zra armazenado a 2020 ate o momento de uso.

Ig3 ge coelho. 4 IgG de coelho foi obtida através da cromatografia em co

\)

luna de DEAE celulose { 24,0 em X 1,5 cm | a pertir de porcoes de 25 ml

i

do soro normal de coelheo, contendo um total de 1,37 de proteinas, ~ colu
ne estava previamente equilibrada com tamnao fosfato 0,02k pH 8,0 e o ma
terial foi eluido com o mesmo tampao a um ritmo de 6L ml por hora, tendo
sido coletado 10 ml por tubo, As fracdes sluidas nos volumes de 140 = 200
ml, foram reunidas, dialisadas contre agua destilada a 4°C durante 2 hg

ras e lioFilizadas,

Soro normd de carneiro, Us carneiros normais foram sengrados por puncao

venosa € o sorc obtido, foi armarenado a -2020 ate o momento de uso.

IS do sorg normal de garneiro. A IgS do sorc normal de carneiro foi ob

tida atraves da cromatografia em coluna de 0 ( 52 ) celulose ( 2,0 em X

P

42,0 com } a partir de porcoes de 18 ml do soro contendo um total de 1,38g
de proteinas., A coluna estava previamente equilibrada com tampasc fosfato
5mM pH 8,0 & o material foi eluido com o mesmo tamgﬁm, a um ritmo de 606
ml por hora, tendo sido coletado 5,0 ml por tubo, As fracoes eluidas nos

volumes de 4C a 90 ml foram reunidas, dialisadass contra égua destilada &

490 durante 2 horas e liofilizadas,

2.2, Imunesgros,

. 2 NS . B . s Fol
soro de coelho anti-sstroma de hemacias de garnsiro, “edido oelo Orf Hup

berto A, Rangel, continhs um titulo de anticornos hemol{ticos e 1:100C
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Sora de coolho anti-soro normal

iniculando nos linfonodos 0,5ml da mistura em nartss iguais oo

[u—

{ 10 mg/ml e de adiuyante comnleto de Freund, nuatrg semanas anos
orimsira dose, os animels foram inoculados nor via intrasuscular, .om 1,
ml da mistura em partes iguais do antigens {1t my/ml ) e ae e juvants
comnleto de Freund,

r » » - . -
Us animais forar sangrados duas semanes anns a ultima dose., { soro cra

antao separado e inativado 2 56¢0 durante 3L minutos,

~ = - .~ . - y =
sorc de ceelho anti-Igs de carnziro. U coelhos Foram imunizados com Io3

rnormel de carneiro, seguindo-se o esguema utilizade pars @ obten~Zo do so

ro de coelho anti-soro normal de carnsiro. { sorn foi inativaco a =
rante 3C minutos, e absorvido por tres vizss com napa de hemdcias de -ar

neirg = armerenansc 8 2080 ate o momento de uso,

Soro de carneirg anti-soro normal de coelho. Os carneiros foram imunize

dos pele inoculagic intramuscular, de quatro infeches de 1,0 ml da misty
re em partes iguais do antigeno { 10 mg/ml } em adijuvente completo de
Freund, com intervalos de 30 dias ertre code inoculacao, A seguir, forem
efetuades duas inoculasbes intremusculeres de 1,0 nl da mistura em partes
iguais do antigeno { 10 mg/ml ) en solugdc de Nall [,15h oo intervelos de
sete dias entre cade inoculaca@o.

" Ld - . Led N
Aoops  uma semana da ultira inoculacan, os carnzipos fores sangrados, sep:

lm

rado o soro, e este instivedo & 5550 durante 30 minutos e armazenacdn o

4189

2050 ate o momente de usg,

ocrem imunizedos, teado

Proll

n-qn a ] — ) »
Zoro de cérneiro anti-Io3 de coelhn, Os carmeircs

SINATH T

sido seguldo © ssouema nreconizado oor Z5TIVE 0, 34T TANLA

{ 1972 3.
— — . - - - » -
2,3, 1gs do scro de goelhg gntiwestroma de hemeeciss de parmcirea, - Frasio

Ig3 ~a hemolisina, fol oktida atraves de cromatografia em coluna de Dnad
ceivlose { 2,0 cm X 41,0 em ) a partir de porsbee de 25 =l do {munesorc,

contends um total de 1,4g de proteinas, A coluna estava nreviesente enul



mente com o mesmo btamnac & um ritme de S0 ml nor hors, tendo sideo colets

fode

- » ~

- ~ + - o . i & ~
do 5,0 mi por tubo, Anos & eluicee dos 225 mil, foi substituldo o Lom=ao
inicial pelo tamnao fosfato 0,05k ob £,0 e mantido o »eemo Fluxo & volums

coletado, ~s Fra@ﬁes eluides nos volumes de 105 & 150 ml forar reunides &
denominadas de FI; as eluldas nos volumes de 300 & 328 ml foram reunides
e denominedas de FII; e ss eluidas nos volumes de 245 a 2375 forar reuni
das e dencminadas de FIII.As concentragdes proteicas destas frastes deter

minagas pelo método de biureto, foram de 1,0 mg/ml parea e FI, de C,

nara FIJ e de 1,5 mg/ml para e FIII,

2.4, Ig5 do soro de carpeiro anti-InB de coelho. A Igd do soro de carnei

ro enti-Ig3 de coelho, foi fracionada de maneira identice & da shtengio
da IgS do soro normal de carneiro, cam as modificecoes de gue o volume do
imunesoro era de 42,0ml, contendo um total de 3,79 de proteinas e a colu
na de D& ( 52) celulose, ere de 2,0 em X 55,0 cm. As fracoes eluidas nos
volumes de 120 a 165 ml foram reunidas e concentradas por ultrafiltracao
em membrana de Amicon, A cmncentragée nroteica desta fracho, ceterminada
nelo metode de biureto foi de 5,7 mg/ml e a concentracao de nroteinas de
anticorpo pesouizada pala metodn de precioita;%o ern rmeio lfquido, ol de

1,4 mg/ml,

2.5, Complemento, Como fonte de complemento, fci vtilizado & misturs do

sore de 20 a 30 cobaias normais, licfilizado s armszenads & -70EG,

2.6, SolucDes tampoes, As solugdes tampoes, foram preparades como indicg

do por 30MORI ([ 1965 }. O tampdo veronal sddico, contendo cuantidedes oti
a4 - o e S

mas de (a g My foram preparadas segundo VAYER, GSLER, BIZA e HIlleL

BEAGER { 1948 } com a agicdo cde gelatina a 1% como indicedo por 3TEIh e

VAN ol { 1550 ), © tampac veronal sOdico contends EOTA C,01% a pH 7,4

. . . o -, JNIC - B

foi preparado de maneira similar, com excessac da susencia de ta Neg £
~ e » =

gelatina, U tampsc fosfato utilizado para & hemnlise passiva, Tol norecars

do como indicado par SANGEL e ASPKA { 1985 1,

2,7, 4° 4° bifenil-hbis~diazonio-fluoroborato { A% |, Freparerdo segunco



)

—

as instrugoes de RGE { 1587 ) e ecte reesgente Foi cedido ~ela = :arlene

— -~

Z, Seralfim e conservado 8 «ZUSD,

2.8, Hemacies de carmeiro, O sangue de carneiros normals, colstados asse

ticamente por pungdo venosa, em igual volume de solun@o de Alsever est

ril, como indicado em HAYER { 1951 ] e armazenado a 44C foi utilizado cC

po Fonte de hemacies. stas hemacias foram wtilizadas entre o 7¢ e o 40¢

dis apos a obtengan,

s = £ ' 5 s B
Z2.%. Fadronizanao das hemacias de carneiro, As hemacias Foram lavadas em

tampan veronal isotOnico, e padronizadas de modo cuc e diluicao 1/10 en
agua destilsds, fornecesse ume 0.0, de 0,42 & 550 nm. csta susnensao con
tém aproxinadamente 1,109 hemdciBs por ml., Fara a tecnica da hemdlise nasg
siva indireta, as hemfcias foram lavadas em salina fosfatada e padroniza
das de modo nue & diluicdo de 1/20 em doue destilada, fornecesse uma 3,0,
de 0,42 a 550 nm, £sta suspensan continha aproximadamente 2.109 heracias
por mi.

2,10, Preparo do sistems hemoliticc [ EA }, OUs sistemas hemoliticos foram

Fl

preperados misturando-se volumes iguais de suspensao de nemacias de car
neirs padronizades e hemolisina A2 dilufido a 1:16, ou hemelisine total di
luida a 1:1000, & seguir os tubos Foram incubados durante 30 minutos ou 2
horas & 3780,

Apos & incubagio, as misturas foram lavadas por trés vézes em tampdo verg
nal isaténicﬁs e repadronizadas de modo cue @ diluic8o & 1/5 em aguea des
tilada Tornecesse uma 0.0, de 0,42 a 550 nm. <sta suspensao continha aprg

ximadamegnte 5,10 hemaciss gensibilizedas por ml.

2,11, Preparc das hemacias de carneirg conjugadas com Ig3 do saro naragl

de coslho,.| E.Ig3 ). A conjugacdc da Ig3 a hemacias de carneiro, fol re

i

lizade seguindo-se @s indicacBes ds RANGIL = #EPKA { 1985 | com a modifi
cagac de oue o ligents bifuncionzl empregado Foi o 20F utilizado tamben
por SEAAFIN { 1974 ), utilizando-se as seguintes condigoss: 5,0 ml da sus

& . . -~ i —_ .
maniaes padronizadas de acordo com 0s auvtores, 4U mg de is de

%]
3]
3
[21]
oy
&
8
i)
-y
m

H

o
o

5,0 ml de BOF di

%

1
| 2

coslho dissclvidas em 1,0 ml de solus3a de Nall 0,158

it

i



iuido & 1:1Z5 =2m salina Fosfatada e a mistura incubada & L84 durants 3
minutos. Ancs & dincubagas  a mistura Foi lavads em =alina Foafatada, a

seguir em tampao veronal isotonico e recadronizadas de modn sue a iiud
- ) iy ja 2 -~ s ey - e
g0 a 1/5 em 8gus destilada fornecesse uma 0.0, oe Lydd a2 550 nm, Zata

e & 3 2 g - - - P
SuUsSpENsa0 continng aproximadamente S.10° hemacias sensibilizadas nor ml.

A
s
E\‘\
L3
13
iy
i
té]
fi
-
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§im

dosggem de Ol parcialmente purificedn e do Al. Us raggen

tes C1 & 11, foram oreparados a partir do soro Aormsl de cobaias, pelo mo

todo da dilulgan come desorito em MAYER { 15351 ).

Fara a oo

)

0

\

=]

agen, 0,5 ml de diluigOes seriadas de Cl ou de Rl, Fforam Pisty
radas ac sistemz hemolitico £A & como contrdle, a hemlcias sadronizadas
e incubsdos & 3720 durante 45 minutos. Apds & incubagio os tubos sran
centrifugados e o greu de lise, determinade a 550 nm, Verificamos oUR @
dlluigBo de 0L & 1:10 e & de Al & 1:8 em tamndo veronal isotonics, cusndo
incubados individualmente com o sistema hemoi{tico ou com hemarias padrg
nizadas, nao induziem & hamdlise, no entanto ohteve-se lise quando ambos

vos Toram adicionados an sistema hemolitico,

fdn

05 rest

a i . £, :
2.13. Prepars oo comolexo gonstituldo pelo sistema hemolf{ticn e Gl narci
BT A e e ea—

—~

almente purificado, U complexo SAPCL foi nreperado, misturando-se 6,5 m

[

oo sistema hemolitico ©AZ & 0,8 ml de 01 diluido & 1:10 em tamnio veroral
isoctonico. ~ misture Fol incubada a DP0 duraente 30 minutns e antg 8 incu
bagio as hemécias foram lavadss em tampio veronal isctonico e renadroniza

das de modo nue & diluicas & 1/5 desta susnensao em agua destilada, ?ang

2.14. Eromatogrefiss em EAE geluloss, As indicactbes d= et al,
{ 1986 } Foram seguidas para a realizagso das crosstogrefiss sm BAS cely

2,15, Imunosletroforsse, As tecnicas de imunoeietroforese, Toram realiza

: : s o~ e e T ! e Y bl
das segundo as indlosgoss de SCARIDESSIR | 1955 | em laminas de vidro de

S . ~
Soom A 7,5 om ocontendo uma camada de 3 am de dgar a 17 em tamnfo vETQ

or

s : EIEY i
8,0 2 Pol esmpregsds un gradiznte de potencial de 4 Vicm Ay

i
i
il




2.16. Heacao de precipitacan em meio liguida, == reagaes dz srecipitacie

farem efetuades segundn D método de HEIDZLBEA3ZR e KENDALL { 1935 ],

2,17, Determinac@o das concentracOes proteicas. As congentragoes protei

cas foram determinadas pele método de biureto segundo DITTENGIAND { 1945)
ou pela determinagéoespectrofntométrica e 280 nm =m esnectrofotom:tro
Zeiss P#Q II sendo utilizadas cubas de quartzo com 1,0 om de caminho oti

CO,

2,18, Hemglise passiva direta, As técnicas de hemdlise rassiva direta Fo

ram efetuadas segundo as indicacdes des RANZEL e ALFKA { 19585 .

2.19. Hemolise passiva indireta, As técnicas de hemGlise passiva indireta

foram realizadas como descrite por RAN3EL [ 1568 ) e em todas as reacoes
de hemdlise, os valores apresentados, representam a média de pelo menos

duas determinagoes,



3. BEZBULTADLS

3.1, Controle dos reajentes e da egnepificidsde dos antisoros,

A Ig5 de coelho, purificada por cromatografia ( Fig. 1 ) cuando testads por
imunoeletroforese contra o sO0ro de carmeirc anti soro normal de coalhe,
apresentou somente um sistemsa precipitente na regiao das gama globulinas

( Fig. 2 1.

C s0ro de carneira anti Ig3 de coelho, abtido pela imunizagac gos carneiros
com a Igi purificada, anresentou apenas um sistema precipitanmte guando teg
tada por imunoeletroforese contra o soro normal de coeiho { Fig. 3 ) .

A IgS do séro de carneiro anti-IgG de coelho, e do sdro normal de carneiro
purificadas por cromatografia em DE ( 52 ) celulose ( Fig. 4 e 5 ) quando
testadas por imunoeletroforese, utilizando-se o soroc de coelho anti-soro
normal de carneiro, apresentaram somente um sistema precipitante na regiao
das gama globulinas ( Fig, 6 e 7 ).

A purificagdo da IgB do soro de coelho anti estroma de hemdcias de carneiro
por cromatografia em OEAE celulose, nos forneceu as fracoes FI, FII e FIII
( Fig. 8 ] & quando testadas por imunceletroforese utilizando-se soro de car
neiro anti sdro normal de coelho, as fragoes FI e FII evidenciaram apenas
um sistema nrecipitante na regiao das gama globulinas, enguanto que a FIII

apresentou vérios sistemes nrecipitantes { Fig, 9 ).
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- Fig. 1. Cromatografia em D5~ celulose da In3 do s0ro normal

de coelhno,

-Fig, 2. Imunceletroforese do soro normal de coelho
( 16 mg/ml) e da Iz3 do sora normal de coeiho {10 ma/ml)

o - > i
g, o500 Soro de carneiro antiesoro normal de coelho,



]—J
ok

Fig. 3. Imunoeletroforese da Ig3 do soro normal de
coelha {10 mg/ml) e do sorc normal de coelho (10 mg/ml)

a,Ig3: 50ro de carneiro anti-Ig3 de coelho.
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Fig., 4. Cromatografia em & {52] celulose da Ig3 do soro de

carneiro anti«Ig3 de coelho,
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Fig.5, Cromatografia em O£ (52) celulose da IgS do soro

normal de carnciro,
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Fig.5. Imunceletroforese da IgS do sOro de carnceiro anti-

Ig& de coelho { 5,7 mg/ml ) e do sdro normal de cerneiro
{ 10 mg/ml },

ES Lad -
a, ShGar: Soro de coelho anti-=sorc normal de carnsiro.

Fig.7. Imunoeletroforese da IgS do soro normel de carneiro

( 10 mg/ml ) e do soro normel de carneiro { 1C mg/ml ).

a,5NCar: Sorc de coelho anti-sOrs normal de carnsirg.
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Fig.8. Orometogrefia em DEAE celulose do soro de coelho anti-estroma

de hemacias de carneiro.

Fig.9. Imunoeletroforese do sora normal de coelho { 10 mg/ml

e das fracoes FI, FII, FIII { 1C mg/ml .



3.2. Oeterminageo do t{tulo dos anticorncs hemol{ticos da Fracan igs do

~ I - 3 3
s0oro de coelho anti-sstroms oo hemzcias de carneiro.,
A— —— iy

A um volume de 0,25 ml de hemacias de carneiro lavedes & npadronizadas, fo
ram adicionados igueis volumes de diluicfes seriadas da hemolisina AZ
completados os volumes para 2,0 ml com temngo veronal isotdnico € os tu
bhos foram incubados a 37°%C durante 30 minutos ou 2 horas,

Egés a incubagén, foram adicionados @ todos os tubos Uy 5 ml de complemen
to contendo 8 CH5C/ml e incubados novamente a 370 durente 45 minutos,
&pés a incubagém, os tubos foram centrifugados e a D.0. dos sobrenadantes
geterminada a 55C nm,

Us resultados estaop expressos nas Tabelas 1 e 2, onde podemos verificar

cue o t{tulo das anticorpos hemoiiticos da Fracéo A2 fol de 1:16 ¢ este

t{tulo ndo sofreu alteracio com o prolongamento da tempo de incubacao,

Tabela 1, Determinagdo do tftulo hemol{tico de hemolisina A2.

( Tempo de incubac@o de 2 horas a 37:C ).

Diluigbes da hemolisina . de lise
1:2 1Co
1:4 1L0
1:8 100
1:16 100
1:32 87,5

Controles
£ % hemolisina ( dil, 1:2 ) 0,0
E+4 TaC 2,8




Tabela 2, Determinacgao fls] Eitulo Femolitico

( Tempo de irngubac@o ge 3L minutos &

Diluigoes da hemolisina L ode lise
1:2 100
1:4 100
1:8 1606
1:16 100
Controles
E + hemolisina { dil, 1:2 ) ,0

E T4 C

el

(s



nibigao cuantitativa da-lise de £A2 nela IgSac.

-
L}
-
{

Com & Tinalidade de determinar a concentracdo minima de Ig3ac cepaz de
inibir & lise do sictema hemolitico, 2 este Foi adicionado igual volume
de InS contendo diferentes canceﬂtragﬁes de prcte{nas de anticorpo e fg
ram completados os volumes de reac@o para 2,0 ml com tamnan veronal isgté
nico 2 incubados a 3780 durante -0 minutes,

Anos a incubacan, a todos os tubos forem adicionados 0,5 ml e complemen
to contende 8 CHED nor ml e incubedos & 3720 durante 45 minutos.

Ands & incubacao, os tubos foram centrifugados e as D.0. dos sohrenadan
tes, determinadas a 550 nm. Us resultados acham-se exnressos na Tabela 3,
ande podemos verificer gue & concentracao de 2lug de proteinas de anticor
po por ml fol sufuciente para inibir totalmente a lise do sisteme hemoli
tico e na Figura 10 onde observaros cue existe uma relacao linsar entre o
logaritmo de quantidade de IgSAc e o logaritmo da fung@o ( y/l-y ), permi

tindo a determinacac da guantidade de IgSac capaz de inibir 50 da lise

Tabela 3, Inibigac guantitativs da lise de £A2 nels IgSac.

{ heméciss sensibiljzadas gom A2 dilufdo & 1:16

g incubado gg minutos a peC.

Goncentracac de Ind % de lise
{ug de proteinas de Ac/ml)
40 7,6
20 8,
16 2,3
5 20,0
2,5 87,9
Controles
EAZ 4 T 6,0
EAZ2 ¢« T2 C 1060 :
E 4 7T 40 4,3
i
i
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<.4. fixazac do complemonto por IAZ em arescnsa de LT10

~ fim de verificar se nas condicoes experimentais utilizadas rresentemen
te, poderia estar havendo algum consumo de comelemento durante @ incuba

~ - . n N . .
gas da Igdac com £A2, foram realizadas exsmerifncias

il
3
-
m
A
N
o
o
13
3
2
<
vt
£

mente mistureda & igual volume de uma solutér de I3 comtsndo Z2lug de

g .
proteinas de anticorpo nor ml e colocada enm aresencd de complemento ocon

"

tendo 8 CHS5U por ml e imcubado nor 18 horas e (90,

o

-~ . I'd — A .
Us controles foram constituidos de ZAZ com Igsn cantendo il d2 orote

l}""\

nas totais e de complemento contendo 8 (H5O eor ml & tamnco,
Apos a incubasao, os tubos foram centrifusa-ios = o complenento existente

nos sobrenadantes foi retituledo. Us resultados estido esouenatizado

o]
i

na
.o ’ .

Tabela 4, onde podemos verificar qus o titulo do comalemento no tubo con

terndo A2 com IgSac néo sofreu alterasio apresidvel em relasic ac contrd

le e que no sistema contendo £42 com IgSn houve absorcas dn complemonta.

Tabela 4, Fixaran do gomplemento por LA2 en prescnsa da Igs

Composican da mistura U CHBG/ml ends a reacao
EAZ ¢ I35 4+ C {1
EAZ # IgSac «+ C 7,5

T+ 0C &,0




HSagc sohre g complexo ZADL,

18

A Fim de verificar se & lgdas ere capaz de inibir @ imuns hemolise cuando

iR}

0 complexo estava no estézio de TACL, a seguinte exnerizncia foi realizada:
FA2 Foi misturado & Cl ou & Io3ac { Z0ug de arotefnas de anticoren por

ml ] e incubada a 0O durante 30 minutos. Ands o pericdo de ircubacas, an
tubo que continha ZA201 fol adicionado Igoac e aons tubos contendpn nAf e
Igsac fol adiciconado Cl. U= tubos foram novamsnte incubades por 30 ming
tos a 020 = ao fim deste periodo, foi adicorado Rl & todos os tubns e in
cubados & 37850 durante 45 minutos. A seguir, os tubaos foram centrifuzados
e as 0,0, ros sobrenadantes, determipadas a 550nm. 0= resuvltadas estao 2%
pressos na Tabela 5 onde podemns verificar cue ndo houve inibiglo de hemg
lise, guando Gl foi incubado com ZAZ antesz da adicéo da IgS, e que houve
praticamente inibicd@o total da hemdlise, guando a Ig3 foi incubada aentes

da adigd@o de C1,

Tabela 5. Agao da IgSac sobre o complexo CAZCI,

Composicao g ordem de adicéo dos reagentes % de lise
a a
1= etapa 2= etapa

EA2 4 C1 (dil.1:10) + Igdsc (2Cug/m1) + A1 (dil,1:8) 90,2
EA2 + IgSac {2Cug/mi} + C1 (dil,1:10) + A1 {dil.1:8) 14,1

Controles

EAZ 4 C1 + R1 85,1
EA2 4 Igbac + R1 U, G
EAZ2 4+ (1 3,4
EAZ + Igdac c,C
EAZ + A1 3,4
EAZ G,

E + IgSac 4 81 2,4
1
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A Tim de verificer se -AD & JAZC1 absbhruism fereatecs mnuantidades de
o . o D . P . " q - - f -
Ighac, @ experisnclie indigadse & sequir Tol realizada: porgoes de U,0 ml

de suspengoes de L, o~ & ZAZ0L, foren mistursdes & 1,0 7l de Igdac i 2
s I, 1 . , L oo - )
ug de proteinas de Ac/ml 5 2 inoubesdas a DED nor 30 minuto =05 st oE

£ e ” . - , .,
riado, os bubos dos & 0 conteuds de Jolac nog sobreseaden

tes foi determinado utilirando-se a téconica de hesdlize nsseive infireto,
A pepacidade céstes sobrenadantes em inibir 2 lise s heordeias JAD foi
igualmonte determinade nes secuintes condictes: aos sobrenadantes foi sl
cionado S0Ta na concentracdn fimzl de [,014 e #iluindes seriadas foram

~

_OTA, Zssgs di“ulqoes Toram oistuprades

Taitas em Lampzo veronal orntsn

7 aor 3L

w0
[

minutos,. ~s hemacias Foran entac lavadag

-
]

€

B cAar 2 inoubadas

I

am tampoo veronal isotonico & ressuspensas em

-
p

2,0 w1 do meemo tampao,
cstas susnensoes foras misturadas com 6,551 de comnlessnto conbende 8 OH
+ -~ . - '
50 por ml & dncubsdas & 3790 durarte 45 minubtos, Apocs esite ceriodn oz tu
=

bos foram centrifugados ¢ as 5.0, dos schrenedantes Foram determinadas a

4]
4]

550 nm, ~ ouanticdade de IgSsc ceper de inibir 50 da lise, fol determina

. - e
ga utilirando-se a relacis linear existente entre o loger{tmo ¢a concen

&

tracas de IgSac e o logaritmo de funcio y/l-v,
Us dados obtidos, apresentados ne Tabela &, mostraram cue n=o houve di

s

ferenca significative mas ouventidade de Igdac shsorvida por ZAZ e £A

4\.‘

701l =
cue & gusntidade de IgSac dos difersnies sobrenadantes, capazes de proavo
car 50f de inibicBo da lise, tambem nBo foram significativamente diferen

tes.

Tabels 5, loncentractes de Irnian nos snbhrenz-Zar®cs das reanss

entre ofac (Zlug/ml) e o, oo 2 SA-C1,
Sphrenadantes da wzntidade de Igdeci Inibicin 50 de lise
reanao {ug de Frot.fc/ml)] 1 {uy de Frot,sac/ml)

£ % Iglac 20 3,5
A2 w Iobac 5,4 2,7 i
EA2C1 4 IgSac 5,8 3,4




Varins autores [ 1204 =HRLICH 19063 FRITDAIAIEIA e LDALSOHI 1907
ALTRAN 1912 LA FORTz, £ LOOZE 2 ROULITZA 1950 § utilizands imunscoros
gntiohemolising, demonstraram cue & lise oo sistema hemolitico oz
nleméntn, =re parcial ou totslmente nrotepgida se o sistera ers ~revienc
te incubsade com o soro anti-hemslisina,
Esses sutlres, utilizaram em suzs experiencias, imunesoros antiwnenolisi
né total, nso e tendo uma idéias da classe de imunoglobulineg oue sotava
presente nestes s0T0S,

U fracionamento do sora imune de cobaias, nermitiu a 30 AGERANF et &),
( 1853 } demonstirar que existem duas impnooiobulinas da classe I3 com di
Ferentes mobilidades eletroforéticas cue foram denominadas de gama-1 =
oue possuis mobilidade mais répida e de pame-2, & mais lenta,
5chre o papel biclogico destas imumpolobulinas, SLOCH et al, { 1383 ) Ve
rificaram gque a gama-1 nao stiveva o comnlemento e gue & gam@ed tinka s

kY

InCERAAT & BLOCH {18053 ) relatsram

sropriedede de ativd-lo, OVAAY,
aue & game-1 gra cansz de induzir a snefilaxia € a gema-- nao tinha esta
nropriedade,

BASEL [ 1968 | utilizando gewa-l e gama-? isoladas do siro de cobailas =n
ti-Ig3 de coslho, indicou oue & primeira tinha 2 gapacidade de inibir &
liss das hemacias de carneirc sensibilizadas nelo complexo sorn elbuning

T
L

bovina SAB ) & sGro de coslho anti=35A0 e cue & gama~Z tinha & capacida
-y

i

de de reforcar a lise do sistema,
- - ... .
A existencia de diferentes subclasses de Igd em animals imuynizados,
fol ohservads em diferentes animais, entre os cuais, o csrneirg, 3ILVERS

TEIN et al, [ 1983 } verificarar a pressnca de duss diferentes classes de

IgG no sore imune de carneiros g2 estas subclasses Toram designadas de

~

b £y s \ L -+ I y
acordo com suas mobilidades elestroforeticas de IgF | fast

nor esies autar‘esg ou de geme-l & gama-d rescechbivaneniz por ALl
SGLD e HURPHY ( 1988 ). HARIISCH e MAZ: ( 1957 } indicaran

nesadas, bem coma 2s imunoglcbulinas intactas, diferem antizend

s . . . . . -
eletroforeticamente & em comnosicio de aminpacidos. Tais “iferencas, néo

foram encontradas entre suas cadeias leves, 50bre & =950 binlngica destas

-

imunoglobulinas, ESTEVES et al, |

1974 ) verificaram qus a 170 nas Tixa



-
#x3ia gutoned nsasiva na oo

pelo couscimonto o

SARURADA [ 1974
verificou tambem

nglro conjuzades o

. . PRI - PR P R — PR : . ol .
sente trabalhs, sstsoens QGuelids CUSBTVEIDES @3 sistenc arbocentor ¢ mos
=

tra gue ouands s gtiliza hemacies sensihi z
ro de coslho anti-estroms o hemaciag re

quentitativa entre a suentidade de inS e

iitico. A existencia dessa relac3o suantitativa, sugere cus a I
plemento de cobaia, comnebes PErs s mesmos determinantes, ou detepminar
- -

tes proximms, Ssta compeiicas e Lanhem sugerida noe trabalhos 4e FATED

By
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Com & finalidede de estudar o mecsnismo da inibigao da imung hemnplise por
. v '7- - 5 - OA . L] 3 F) - >
genticorpoas anti«lIgs, foranm realizadas experiencias utilizando-se hemacies
sensibilizadas com & Frwgée In3 isclade da hemalisina de coelho & articor

pos de carneiro enti-IgS5 de coelho da classe Igd surificeda atraves de cro

£ » i i3 =
matografia de troce ionice. Us dados obtidos mostraram  gue:

¢~ Existe uma relac@o linear entre o logar{tmo da ouantidade de IgSeo
S ~ . .
logaritmo da fungao y/ley, sugerinde gue a IgS e o complemento competem pa
» - » I3 L)
ra os mesmos determinantes ou determinantes proximos entre si,
8~ A Ig5 foi cepaz de impedir a lise do complexo ©A e nao foi capaz de im

pedir a lise do complexoc EACL, indicando gue & Ig3 imnede a Fixanao de (1,

38~ Nao houve diferenca significativa na cuantidade de Ig3 absorvida por
EA ou por ZACl e o sobrenadante dessas absorgoes se comportaram de modo si
milar na inibicgio <& imuno hemdiise, o oue sugere fortemente nue Ol Foi i

berado do complexo EACL pela acdo da Ig3,
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