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INTRODUCAD ,

¢ sistema complemento e unz mistura complexa de px@tai»
nas plasméticaﬁﬁ que sao ativadas sequencialmente poy mecanismos complexos
que incluem a conversao de algumas proensimas enm proteinases ativas. Eate
gistema é o princlpal wedisdor humorsl ds r&agga antfgencnantieorpo, podens=
do-ge distinguir duss consequgnciag biulégicas de sua &tianQQ : 1=~ Ativa
9@0 funcional de celulas especializadas, tals como a garagae das atividaden
procongulentes das plaguetas, migraq§ﬁ de lemcﬁgitcg polimorforucleares e
mononucleares, etc.; como conaequénci& da weao de produtos intermediavics
da r&aggoa P &lﬁ&r&gga estruturel e funcional irveverssivel da membrana
de eclulas egpecializadas, levando a morte celular, ocasionedsa pela entrads
de é@ua erire celular o eaids de constituintes intracelulorves.

0 pistema complemento pode ser ativads por 2 diferenten
mecmmisnos, O primeiro deles, chamado vig elégsiaa, e ativado por  inumnoe
complexos contendo IgG ou Tg¥, e gue compreende 3 wnidades funcionais (1)
1 « Uns wnidede de peconbecinmento, eonstituida paios componentes de Cle
2 = Umg unidede de ativmggﬁg conatituida pelos conponentes 2, C3 e C4.

% « Uma unidade de ataque a membrans, conatituida pelos componentes de C5 a
G

0 asegundo mecanismo, chamado via alternstive, descoberto
por PILLEMER et al. (2), é ativedo POT poliss%@&m{&aos, lipopolissacerideos
o por imﬁnaa&mplmxes contendo Ipd ou slpunss subelasses de I1pl. Esta wvis
da &tiwa@ga nio wtiliza os componentes Cly, €2 ¢ G4 ¢ depends de felores de
iniciacac, distintos da via claasica ( 3,47, tale como: fator de  intoige
§§mg properdina, 0%, proativador de €3 {(Fator B) e U3 proativedor couverbse
se ou Pator D (1).

0 torceire comporents do siotens complemento desempenha
o papel central em ambos o5 mecenizwos e & sue ativacao leva a utilizacas

dos demals componentes { 05 & 09) qus sio comns a avbas no vias.



Ha via clé&&ica, gue e inici&&a pela combina@ga do prie
malro componente com ¢ lmunocomplexo, ¢ Cl representa um papel  importante
para s ativacao sequencial dos demais componenites e os estudos  realizados
no gentido de investigar as cemdigSGa dea fixaggo do Cl ao imunocomplexo,mog
tram que BEO n@eeﬂﬁérios, no mfnimo, uma moleeula de TeM ou duas moleculas
sdjacentes de IgG. Do fato os dados obtidos, utilizando-se o teste de
transf@rgncia do €I (5), permitiram avaliar o nﬁmer§ minime de moleculas de
anticorpo sobre a superfifis celular, necessario 2 fizacao de Cl, & oz dae
dos guantitativos (6) indicaram gque uma moleculs de Cl e fixada quando a
wuperffcie da hemacia contem uma moleculs de TgM on duss msléculaﬁ adjacen
tes de Tgl. Hm concordancia com esses achados, COHEN (7) mostrou que 8
Tl aminada ou benzilads perde a capscidade de fixay complemento, tormando-
ge capas de inlbvir o lise, quando misturads a TpG native e que cate efeito

v
tom covacterigtioss de iniblgao competitiva, dependends do pressnca de

L)

¥

s

?

a{nive, 2 moléoulan adjacentes de IgG. Contudo HYSLOP et al. {8), utilizan

do o sistema hepteno-snticorpo ( bis-DNP-oots metileno diamine e anti-DNP},

observarsm que os dimeros nso spresentem a capacidade de fizar C1 ou ny a0

passe que os tetramercs e os grandes p@limaros apresenten ests capscidade.

Botas obosrvastes sao concordantes com as conclusoes de GIVOL ot sl. ¢ de

BROWN % KOSHLAND (9,10), gue indicam que 2 ativacas de €1 ligado ao complge

%6 apresenta 4 ou mails moleculas de anticorpo. A discordancia entrs os doin
grupos de dados, talver seja explicada pela diversidsde da natuvess do imue

nocomplexo empregado.

T imvest@gaqgeﬁ sobre a naturezs do primeiro componet-
te do complemento, indlearam a wmiatgmcia,ﬁef palo menos, 3 subsomponentes:
Clgy Cly & Cls que formam, na premencs de lons Gg@s wita, valdade  funclonal
{11, 12) capaz de se comdbinsy »eversivelmente com o complexo ﬁﬂ%{&@ﬂﬁwﬁmﬁ&
COTPO o
0 mubeomponsnte Clg & uma glicoproteing de 490,000 dale
tons, constituida de § subunidades, ligaday nao covalentements. Cada . Bub

N * 4 . s “ £oas s
unidede e constltulda de % cadeles polivevptidicas dlstinteas, lizadas covae



lentemente. Estas cadelas polipepti&icaﬁ apresentan uma r@gign intermedige .
ria com a sequéncia semelhante a colégen& ¢ regioes terminais com a BQ=
qugncia semelhante a das proteinas globulares, Fm concordancia com os dae
dog ffsico»qu{micos (13 2 17), a anslise do Clg, ao micrﬂscépio aleﬁr@niccg
indice uma estruturs grosseiras, semelhante s "bouguat", constituida de  um
CoTpO central fibrilar, emitindo 6 fibrilas do tipo coiég@no com 6 regiges
globulares periféricas (18, 19,20), BRODOSKY-DOYLE et al. (21) indentifica-
ram, nas r&g&gea fibrilares, a estrutura de helice tripls gsemelhante 5 do
c@iégeno@

0 @uhc&mpoﬁﬁnt@ Cly, wuma g&icapmc%ein& com. mobilidade
@1@§%0f0réﬁi¢& correspondente é.ﬁgglmbulima? constituida per 2 cadeins pﬂlg
peptﬁ&iaaﬁ de 95,000 daltons, ligadas nmo covalentemente. Da ghivacso  da
maléeulay rrovavelmente por pxmﬁ&éliﬁe reatrita, resulian ? subonidades de
G00000 o 35,000 delions, ligadas por pontes de dissuifeto (22 a 24). 0 af
tio ative fol locelizado na eadela de 35.000 daltons (25).

A proenzims Cla & wma éw globuling, constituida Por ums
simples cadeia polipeptidica de 86,000 dmi%an@a A ativagao de Cls  requer
sparentenente wia quantidade equimolar de Clr stivado (26 s 28) &  depsnde
da ¢livagem de wuna ligagﬁo polipeptidica da qu&i vagultam 2 cadeias de
56.000 & 30,000 daltons (29,30). O sitioc abive foi localizado na eadein de
30,000 daltens (31,32),

A enslise da interagas da IgG com os subcomponentesz  de
Cl indica que v Clg isolado se liga & immeglobulina (33,%4) e que Clm e
Cls 86 a@e ligam ao immocomplexo, se (lg tiver aido pw%viamemta ativado (
3526)

A%_inv@atigﬁggwﬁ sobre a reglao da molécula de Cly  que
interage com o sitic d@;lig&@go para o C na wmoleculs de immeglobeline  fow
ram realizadss atreves do estundo da digestan proteolitica de Ciq@ REID et
al.(16) v&ﬁifiaar&m que an w@gigeﬁ porifericas de Clg eran resistentea &
&@%ﬁ do colagenane o ﬂua@pﬁfvaim a &ggw Ga pepalns. EEOBEL ot a1, (35) evi

o

. » * 3 e - E - £ *
danciaran que o sitis de ligecac ecte lcenlignde na roging periferica devie



do a sua eapacida&a “ée intefagan com 0 complext ovoslbumina-snil-ovoalbumd
na. REID et al, (36) realizaram vm eatude com ¢ fragmento ?epainiaﬁ de Clql
e observaran gue ecste fragmento neo interagla com o complexo antfgenawanti»
corpo, mas que era capa? de indlbir a recenatituiggo da atividade hemolitica
de Cl, competindo com & molecula nativa de Clg na utilizacao dos subesupo
nentes Clr ¢ Cla. Esta eamg@tiggo do fragmento pepa{nieo de Clg, né utili=
zageo de Cly ¢ ou (ls, apoia 88 obs@rVa@gga de KNOBEL et al. (19), de que a
éuﬁmnidad@ central de Clg pode interagiy com Clr e ou Clum.

O resultedog experimentals, uwiilizsando-se s TgG ligads
*a, Sephﬁ@oégj(ﬁ?) e sistems hapteno monovalente-snticorse (38), sugeren gue
g Cly ﬁamﬁé% pode se fixar na regiga Fe da molecula da imunoglobulina. Con

. oy .Y &
tudo esses dados nao foram confirmadeos guando se ubilizeu o modele de hengw

cles sensibilizadas (2% ).

.
. .
A anslise por wltracenirdfugnels ds mieturs de

% :’
{»J,
e
ot
oy
2,

talinas ¢ Clg lsolados wostron que ss formas monomericas do Tst e IgM, sao
caprzes 4o o 1llgar a qu_(3§¢39) & sigere gue egte mubconmponente tenhs de
12 8 16 sitios de iiga»:;gmé

A iigwgﬁa com o Lgi é Pacilitads devido é sua conformee
ggw estraturel & o efebividade da Il depende do pou gran de pﬂlimerima¢§9a
Dantre ags subclasses de 1g6 humans, existen as gue possuesn malor 0w menor
afinidede pavs Ulg, na seguinte ordem de reatividade ¢ Igb3, Ighl, Xgh2 o
1gG4 (34,39)s Gﬂﬁﬂlﬁggea{g@m&lham%eﬁ (40} foram obtidas con as imuneplobie
linag gl ou IgM, Ikﬁlﬁﬂi % Sepharose, wtilizendo.ss Clg native pmgv&aw&mxa

wd 25
maresdn cow I ?

Mmm@a&@eﬂm%&@mﬁﬂﬁmd@iMmmw%ﬁémﬁhzmm =X
IglG, sgyepndn com gﬁu%amni&wiﬁm% LIN & NI}“GHHH (4i) verd fleavan que o 1iga
ng de Clg a *&pz&mw dpﬂwxfima e saburavel. A amnﬁ@ntmﬁqﬁé de a8zl neata
interagao nio apresents soefelto cmmwatiﬁivag may observa~se vn  deslocamen
to do @@milﬁ%ﬂiﬁ da r@&ﬁgu no sentlde de dissorniacio, guando m,fgrga ienica

&~ L -
e diferente de 0,15 pe ;wkﬁuﬁﬁ poaen dudos sobre o efelito dp Toroa ienica

varece depender espencialmente da nalureza do complaxo sn&l renoeainblcorpo em



sstude, porquento alguns autores (42,43) observarss que ocorria maior &fiﬂi"‘
dade de 1iga9§a a medida gque diminuia a fgrga ionica. A naturezs dos grupa
mentos quimiao& de Clg envolvidons na interaqga com o immegloduling tem sle
do investigada, utilizando-wme moleculas de Clg tratades com grupamentos qqi
micos definidos. Varios autores (40,41) observeram gque Clg perde a capacie
dade de se ligar é lmmeglobuling quando tratada com determinsdos compostos
qu{mico&, tais como ¢ algullas diamimaﬁas ( 1,4 diamine butano? 1, 10 diami
ﬁc decano) ¢ dismines promaticas ( 2,5 dismino toluenc e 1,4 diamino pipera
min&)vrpmlianimmﬁ (heparina) e polinuciaﬁtid@&a como DAL

‘ A melevis don infomma@gésg atualmente &iﬁpan{vel, indie
o quo a regine Fe & capaz de fixer G (39, 44 a 51) e ca dadom de varlos
&m%@r@m indicpm que o sitio de fizncao de C1 exts localizado no domines CHR
deats ﬁe@igﬁ {(52,5%,54), adnitindo~se temben o envolvimento de estrutruras
pavhencenton an domingo CHY {ﬁ9?51)@ A ma@igm Fab, sobirs NHO particips di
retamente, apsrentemente §0nﬁrihui pare & ativagao (51,55},

O gftio de fiﬁmgga de Cl corresponde o ums ﬂ@qugﬁei& 1i
near de aming é&i&oﬁ'quwgi@m vivvade de mudengas conformacionsis que oc0Tw
yem ma molécula de enticorps, podem ou nge estar acessiveis a interacmy
56). A evidineia da presenca de sitio de fix&ggm de C1 em todss as  imunes
glotulinag & ﬁnpér%ad& pelo fato de ous LgG4, IgA, Tl que nigo fi%an O oM
plenento, spresentaram un sitio de fizacan de CI oculte gue pode ser expoge
to pelo isolamento @mrwetb do dominic ou do fragmento Yo (57).

Ammf e TSLIKER (49,58) mostraram que a modd floansas
ﬁw&g@@&&iv& dog Tﬁ&ﬁ@ﬂﬁﬁ%ﬁﬁ trlptofanc n&vmmiégmla de Tgh de coelho ca  do
é@a fragmenteo Fo leva & ﬁma me&mg§0 propeocionsl dn capecldade de flvay O,
CJORNSON » THAMES (59) utilizands, sele pm}ipapi£&@a ﬂintéiic@, sejs HoLeci-
le de leuwnegiobnaling culos vesiduns do triptofane, tivosina e argining -gue
tinhan sido &itﬁrm&mﬂ.g.@m@tyam e mayi&u#s de trivtofens e tirosina, ale
tundos na posicas 277 e 2?& dan oadeia M, gre Dundawentais pars a finacao de
Cl. ﬁtr&%ém do estudo d% exposicac do cromoforos sromaticos, ISTHMAN et gl.

. ol - . I -
{60) wostrarvan & existencla de uma corvelscss diveta entre o mmero de rosi



duos de triptofanc e ﬁirmsiﬁa expostos e gltividade do fixaqﬁo de Cl. Cbssp
voran tamben que & exposigao dos cromoforos do fragmento Fe era menow do
que ¢ espsrade dos resultados obtidos com os domfnios CH2 e CH3 isoledos.
On autores sugerem que a in@exa@ﬁm»interﬁaminio'limita a @xpoaiggﬂ deases
residuos aromaticos.

Recentemente FUST et al. {61) verificaram que a capaci-
dade de fixagao de Cl pelas imsmezlobulinas depende fundameniszlmente do mé
todo de agregncho empregado ( immocomplexe SAB-anti-SAB, Ove antil-Ov @
IgG humane sgregada pslo calor e agr@gaq%m interfacial). Tendo por base &n
e m%gewVa@3@$§ on aubores concluem gue na in%er&gga entre Cl ¢ as diferen
ﬁ@ﬂ~p%@pawa@5@ﬂ poden ocorrey 3 difeventes possibilidades: 1 ) ?ixa@ga fip
wa, oegulds de aﬁiVagﬁms 2) Fixagao sewn ativacao, %) Fﬁwa@gw@ aiivag&o
& lih@w%$§0 us fase fluida onde ire ativar o ssu subgbrato natoeral., 4 base
connecidas  Conbuds podeese inferle gue
a moleculs de Imanegiobalice possul, on 2 sitios diferentes ou 2 eatados en
trubturals diferentes, uwn que fixa Cl e cutre gus desencadela mun ntivecao .
Recentenente GOERS ot al. (%8) sugerivam temben a Presencs de um gitic de
fizageo.de CL e de um sitio de stivagnos ne moleculy de imuneglobuling, ¥
primeliro gue interage com Clg & o segundo que afets o subcomponents Clr da
moléeuls de Cl. Se egtavhipéﬁﬁaﬁ for aceita, nada inpede gque esses eltios
resulten de al%@x@@%am plogtericas de immeglobulinas tal como preconizado
por THONPSON e HOFFMAN (62).

O conjunte de iﬂf@rﬁa@gem diwpaniv&l sobre a im%@rmgga
Clq com @ molosulns de immeglobulinags Indlca gue essa interacao depende da
exlstoncin neasas moléoulas &é wn dominie estrubursl ampleo, mas do  bonerho
definido, Exta im%eﬁa@%& daepands fondamentaimente é& presencs de PR ety
anidnicos dentro ou pwgmimm do sitlo de li@agﬁm? oot do estado  estrutursl
da moleouls de anticorpe ( 43, 61). o

. O mecanismo de converass de C1 em OT nao este  elucida-

do; admitindo-ge, no entanto, gque existe wn processs de stivacso aue é lenw

B &
te o dependente de Ytempevatura (64, Iguadmente  obacuro e o processo de



conversao de Cly s Cly ativo, smbors se tenha revelado gque nesss  processo

océrre uma el Lvagen prnteolitica de Cly (24y2§,30@65)@ Como nenhums stivie
dade enzimatica foi detectada no subcomponente Clg, adnite-ge que & stive-
gaﬁ de Clr sela resultsnie de wna ativa@go intarna acarretada por mudancas
conformacionais criticas que ooorTem apﬁs & sug interaq%o com ¢ imuconplero
(20). ZICCARDI e COOPER (24) admitem que nessns condigoes, o sitio se tore
naria acessivel em virtude do rvearranjo des subunidades Ligadas nao covalen
%emﬁmt@g Loernando pﬁs@fvel & hidrolise de uma lingSQ p@pilﬂ¢ en da subunidg
Ge a&ja&emt@@ Tata hip&t@ﬁ@ o suportads, pele fate de gue nlpuns zimég@nms
possuen atividades ens imaticas latentos e S50 ﬁoi@wvidli sadan &p@& . Ml
dangs conformacional on ollvagzen prmi@ulxmi&a (é Yo

Os trsbealhos reslizados acom o aentide de olucidar o loe
cﬁliﬁmggﬁ do eltio de fixacao do €, ou a inter acan CleIlgh, ou g - inibi@§0
denng i%ﬁar&@ﬁmv ubliivares comoe efctoren, componton qumzamg dafindden ou
ag moleeculay de proteinas alteradss estruturalmente. Fndretento varios sue
tores mostravas gue a integridade tridimencional doam sitios de a%iV%§§0 &
Fandamental pova a eficiencin da fix&@ﬂm do Cl o Jgh, A r%dﬁggﬂ de  pomies
de dimsulfeto (67,68), bam como tratamento acide de moleculs (50) levam a
uns perds drastica na eficlencia da fixag%@ de C1.

Por emts rasao serdia importante verificer & voseidbilidade
de se encontrar um mebodo de imv&wtiggggﬁ gue nao introdusisse &lﬁ@wﬁqg@ﬁ
drasticas na woléeula em estude. Tendo em vista que o fenomenc da fmuno he

Oliﬁ@ por moros anti-Ted (69 & T4 @J%a,m& @ﬁp@nd@ﬁuﬁ ds, naturezn dag img
neglobulines presontag nesses soros (7)) procurancs lnvestigar no pressuie
'%zﬁbalhm a possibllidade da mtilim@@gm do f@mﬁm&na‘&@ inibiggm da imﬁﬁo hew
méliﬂeﬁ como instrumento para Investigacso do mecanismo de *ﬁ?@?agam de (1

a0 iwnunocompl ey,



MATERTAL B HMETOROS

ANTICEI0S, A soro albuming bovine eristaling (SAR) foi
oblida de Pentex, Kankak@e, Iilinois. A IgC de coelho fol obtida por fra-
clonamento do soro normal de coelho, por pm&ciﬁitaggw a 50 % de saturacso
com solugao saturads de sulfato de amgnim, conforme as in&ica@gﬁa de | KABAT
¢ MAYER (76) seguida por cromatografia em colung de DiAB-celulose, prévimm
menbe equilibreda com tampao fosfato 0,005 K pif 8,0, Os fragmentos Pab e
Fe de coelbo foram prepavados de acordo com as indieasgtes de PORTER (773. A
s garmai de carneiro foi obiida atraves da cfmm%togr&fia do oo normal
de carneivo em colunm de DE-celulose, ﬁrmvx&wmaim eguilibreda com tampao
feafato 0,005 W i 8,0. !

Todos oa anifﬁ@nwa preporados, testados abraves Ge dupia
difusso ¢ de immoeletroforess em sal de éﬁﬁwg ubilizgndo~ze lmmeseres ply

» rd R
riegpecificos, apresentaram vma uwnica lirha de precipitacso.

IMUNESOROS. 0 soro de coelho anti-hemscia de carnelro
(ﬁaﬁanﬁiwﬁ) foi obtido segunds as iﬂﬁiﬁ&@gﬁi de MAYER {768) e apresenton  un
titule hemelitico de 1000 UI/ul,

0 soro de cobala anti-estroma de carneive {ch.anti-B) fol
cbiido conforme o esgquema preconizado por KINURA et al. (Y4). A misiura de
goron de 15 cobaias utiliszada no presente trabalhe continha 40 UIL/al de an-
tieorpo hemolitico,

O moros de coeiho, entie~soro nomsl de carneire {entie

SWear. ) o anti-Igs de exmﬁaxra (antiedgdY foram obtidos de ecoeihos inund e

dos de acordo com o geguinte emguems ¢ o5 aninals foram inoculades nos lin
fonodos com 05 ml da mistura en pavies digusis de Az (30 mg/ol) enm ad Jnvar-
te ﬂﬁmplétg de freund. Seguide, oualro semanas @pvhﬂ o g iﬁomalaqﬁo por

>

vig intrawuscular de 0,% ml dz pesws wistura, Os animels eras pangrados 2



4 #
semgnas apos a wlting dose,

“
1

0 smoxn de cobala anti-Igl de coelho (eb@amtiwxgﬁ) foi
obtido por immizaces segundo ¢ esguema preconizadc por RANGEL (79). A mis
tura desses imunesoros continmha 350 ng de proteinas de Ae/min

0 soro de corneiro anti-Igé de coelho ( car.anti-IgG )
fol obtido inooulandow-pe 2 carpeiros com 1 ml da misturs de wolumes iguais
de IgG (1,9 ml) e sdiuvante cem@lete de Preund por vie subcutines. Decorrie
:daﬁ 5 somanas a@éﬁ g primeiva dose, oz snimais forsn inoculados por via ine

#
tra musadar com 1 ml da wesma mistura. Apos 12 diss, os animals foram sen

TN

grados, Os imunesoros de carneiro antl-fgh n¥l e nf?2 continhan respseiivae
mente 3§6‘@ 12 ng de pfﬂﬁﬁiﬁag de Ac/ml.

0 ﬁ@ﬁm.ﬁé carneire antl-Fab ds coelho fol obiido uiili-
zando-5e o NeEno eSgqUens pavs o oh%@mggm de sore anti-IzG, Eabe Immesors
conbinha 1,6 wy de protelnes de Acfml.

Todos os lmonesoros obltidos foraw inativados a 5600 por

L3

L
30 minntos ¢ wentides 8 «20%0 ate o momento de umo.
)

VEAGENTES 1 motucDes mameders, A mercurievapaina fol obtiw

de de ICH, Life Science Cwoup. Cleveland Ubio, DBEAF- celviese (0,9 wez/g )
- . g 4 ® & ” .

e Clecelulose fovam oblidas de Blo Red &m%@?ai@p‘w Fichmond, Celifornin,
DE-52 Vhatman celulose foi obllids de We R Balstar, Ingleberra. Sepharoses
2B da Sigma Chemicnl Companye. 4, 4° bifenil ble diazenie flucroborate (o)

foi prepevado semundo aﬂ:inﬁiﬁ&QG@S de ROE (8O),

0 immpgm veronal sodico, contends guantidades obimas de

s ﬁﬂ"‘;"”o‘" f o 2 78 n ES 3 o 3 Lo
Ca’ o Mg ', Tol preparade segundo MAYER et al, (@1) com poadlear da gelatlna
8 0,1 %, comno indicado por STEIN & VAN NGU (82). O tempac veronsl  sodico
T4 contendo 0,00 M de WITA fmi preparvade de manelre similar; com excoge
b A n ) - ,
a0 dn sosenela de fone Chle Mer e 0 tampss veronal sacnrose O%Omﬁém fol
proparado asgundo na in&icmg@eﬁ de TAPP B BORSCS (8%)., 08 demals tmmpgﬁg

(fosfato, glicina-HCl) 1mram preparadon conforne as instiugoes  fornecidas

por GURORT (84).



16

LSOLAMENTO DY TUINRGIOBOLINAS. A fra@gs IgG da hemoli.

P

sina (soxo de coelho- anti-estroms de hemscias de cerneiro) foi oblida atra
vés da cromatografis em coluna de DEAR-celulose (2 x 45 cm) de porcoes de
25 ml do imuesoro, contende um total de 1,4 g de proteinaa. A coluna foi
préviam@mt@ eguilibrads conm tampgm fosfato 0,02 ¥ pH 8,0 (85) & o material
fol eluido inicilalmente com o mesmo tampao o wa ritme de 60 ml/h, coletan—
doe-ge amostras de 5 wl por tubo. Apéﬁ a @luigﬁa do primeire plco de prm%aé
nas (FI3, o towpss inicial era substituido pelo %ampgm foafate 0,05M pH 8,0,
& fraqgw eiuide com ests %ampga ol denominada de FII, O controls imunosle
troforetico dessas fragoes frente o un soro ds carneiro antiezoro normal de
ceelho mostrou, ne fr&@gm FI, apenas um unieo componente com mobilidade ele
tx@faﬁ&ﬁic& corregpondente a gana globling, A fr&qgn-FIE nao foi utilizge
da oo presente trabolho.

£ fx&ggo P contendo anticorpos da clgsse [gd foi wtili

Zads pere ¢ preparo ds hemsclas seneibilivadas {za),

B IgS e Igf de cammelro anti-Tal fém&m obtidas de cromg
tografis em colunas de DE-52 Vhatran celulome {3 x?O_cm) de 30 ml de invngw
soro eontends 3,2 g de proteinss, A coluna foi previgmente aguilibrads e
eluida com tampao fosfato 0,005 pil 8,0, oblendomse nessas condicies & prie
meire fragao (FI). hs demais fragoes (FIT a FIV) forsm obtidas uwbilizandoe
me %ampgm Tosfato cuje pi e molaridade sso indiesdas # seguir: 0,01 W pH 6,3
para fracao FIL, 0,04 ¥ p¥ 6,0 pava as fra@ggﬁ File e FIlb ¢ O,1 ¥ pH 5,8 pa
o fraggﬁ FEV@ Os eluatos dessa cromugbtopgrafia fovam colhidos em porcocss de
gml, & um vitmo da 60 mlfh» Aw fraqggg foran dialisa&&s conbra égu& degtd
lada a 4°C e concentradas por liofilizacao o popy ul%r&fii%rag%mg pobrs &
preseso de witrogenio em membvrma P-10 diaflo. Basas fragoes foran CRrag
terizadas atraves da inmmoaletrolvrese, ubilizando-ge sore de coelho anti =
sore normal de cprneive, A ffa@gﬁ carvecterizads como Yol continhe urma cone

g £ b . of i o ey dh
centragas de  anticorpo especifics correspondente a 259 do sew teor protedie

Ll e



CROVATOCRAPTA DR AFINTDADE, A Sephavose-Fo e Sopharosge

N

Féb foram preparadas de acordo COm & indicagoes de CUATREACASAS e AﬁFIﬁSEﬂ
(86) e continham respectivemente 3,0 mg ¢ 5,5 ng de proteinas /ol

Ga anticorpos @sp@cffi@ﬂﬁ Pars o r@gig@a ¥ab ou Po da
molecnla de TaG de coelho fovam obtidos atraves da cromabografias de pmrg&eﬁ
do 1 mi de Igd anti=-Tg0 (12 mg de proteinas/ml), respeciivemente em colunss
de Sevhaross Fe ( 1 x 4 et} ou Sepharvose-Fab(l x 10 em), atilizsndo-se como
gluente, saling fosfateds 0,15 M pi 7,2. Os eluaios eram constituidos, res-
pectivamente de anticorpos enti-Fe e snti-Tab. Os suticorpos fixados 8 cow
loma eram eluidon aﬁm,t%mpa@ #licine-HCL 0,3 W pH 2,9, maa nao forsm wtili-
wados ne presente trabalho,

&

FPRECIPTOACAD B WRTO Li0UIDNO. As reacoes de precipita-

i . L . .
ean eupntitative forsm veslizadas pefundo O MELOGO de HBLURLLR LM &

G

¥ETnary (873,

PRECTPVOACAD 170 MITO GELIFICADO, As {ecnicas de frmodi

fuszo en gel de axaw foran realizgdas em melo isotonico il 7,2 segunde ag
5&@&&&%@@% formecidas por ODCHTHERLONY (86). As tecnicas de eleivoforese o
immosletrofress foram vealizadss segundo as iﬁ&x&&ﬁﬂﬁﬁ de GHABAR ¢ BURTIN
(69), em placas de vidro do 12 x 9 em, contendo uma camada de 3 nm de Qg&ﬁ
g 17 en tanpac veronal 0,05 M ol 8,6, aplicendo-se vm gradliente de potencial

de 6 volss/en, tempo de L hora e 30 minuios.

4" a2
TOSACE DE PROTIIUAS.  As concenidragoes proteicas  fow-

van detorminadss straves do restivo do biuvete, segundo DITTINBRAND (90) ou

L

do reative de fenol uﬁgﬂﬂ&? Lovny (91) ou por determinacas @sp&e%wwfﬁim“é i

oo g P80 ym em Ropectrofotomstro Zelss FMQ IX, uwillizando-se cubelas o . de

* &
guartzo de 1 em de camdnho otico,
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SUSPENGSORS DR BEMACIAS. O sangue ds carneiros normais,

corletado &ﬁﬁ%p%ieam@nt@ yueka pmmqgw venoon, e legoal volume de aoiug@a da
Aeuever egtéﬁiig como indicado por MAYER (78) e armazenado & 4 °C, fol utle
liﬁado coms fonte de hmméciaﬂ entra o 79 ¢ 40% dias &y@& a sun th@mggo@

ks hemacins lavedas em tampgm veronal eram padronizadss
de modo que & diluicas 1/10 em égum'&ﬁﬁtiladm fornecesse B0 de $,420 a
550 yom, Hemeclas padronizadas para as mxygri@n&i&a de hemolise passiva evanm
lavedas em wmaline fosfatads o padroninedas de modo que a diluicao 1/20  em
égu& &@@ﬁil&ﬁa fornecesse wus D0 0,420 s 550 nm enm @sp@&ﬁrfmigmﬁtrm Colaman

Jdrey om cubsles de 10 x 120 wm.

COMVITNINTO T REACRITERS DR COMPLIENTO, Como fontes do

G ol wtilizeda vog mistura de sovos de 20 a %0 eobainy normals, Esta mise

. — K3 o R g,
Vuva ds pors ovn 1liod

b
e

s
4 o . L oy M g P
AELGa @ BIUnREOnadn & v 2

i
tftulo de conplemento determinads de acoxdo com as instrugoes  foynscidas
por MAYER ob a1, (81g§2) era expresaso em CHSO/ml.

Og reagentes Gi e Il forsm preparedos & vartivr de  soro
- normal de cobais, pele metode de diluican, segundo as indicacCes de  MWAYER
(78).

‘0 m@agamt@ R4 fol preparado de aedric com a8 iﬁﬁiﬁ&ggam
do WIRTZ (9%) adlclonando=-ns hidrazing 0,01 ¥ o sovo normal de cobain.

Todos os reagentes de complemsnto foram testados, wiili
gando=se o netodo de %itn&&@go e bloco.  An pwﬁyﬂwaggag de CL e B4 utilisg
dags no yrég@nﬁ& trmﬁalhag guands ewpregadeas na Q@ﬁ&@ﬁ%ﬁagaa /1, nso o indue
‘ﬁi@m a hemdlise de Ba ou BAch, so ussdas geparsdanente. Mo entanto se  obe
sorvave, 1000 de lise guando se whilizave o wisturs de B dituide o 1/8 eon
Ci, ou R4 diluide o 1/100.

A dosagen cumnillativa de €1 fol reslizeds wisturando -
ge diferentes quentidades de CL ou Hd a B4 ou Bheb, pa presenca de H1 (Ei:ijmi
do n 1/8. 4 unidsde C1 HR0 foi determineds viilizando-se a relacan Llinear

I b r
exigtents entye o logaredime do eonconivacno de €1 ou B4 ¢ o logariimo da
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fungma ( / p wy As ?f@ﬁ%ﬂ&?g@ﬂ do €1 ¢ de B4 spresentevam respectivar
mante %000 UCL e 2500 UCL,

O complexo EBACL fol preparede misturando-se volunas
igunis de ﬁuap@mggaw de FA ou Ehchb a gquentidades conhecidas de € ou R4 o
incubandow-se a mistura a 02C por %0 mimatos, Apéﬁ a lavegen com tampao Yo
vonal (2 vezen), n suspensno ers padronizsdas de modo que a diluicso 1/5 em
ﬁgma degtilada forvnscesse DO 0,420 a 550 mm. A eficiencia 1itica degsng

preparacoes foi testada com o remgente I dilulde o 1/8.

VREPARACAO DOS  SISTIVAS WAMOLIPIC0S. Yo presmte trge

- .
balho 2 sistemss hemolilicos forem utilizados : 1 ) Hemacing sensibilizadas
(BAY com anticorpo pirificado da clpuse Tl obltido de coalbos imunivzados

i [ - n . o
pom hemaciss de camoeiro. 2 ) Hemaclse sensibilizsdas (BAGh) com anticoiw

Frinh Iy

b s N i
A mensibilizegav fol realizada en presenca de tempso ve
'y L ¥ 2 " & 4 T A8 a e
ronal EUEA 0,01 ¥ g 37#C por 30 mimutes. Apos o peviodo de sensibilizscso
as homgelas formn lavadas con tampho vercnsl EDFA ( ums vez), o tampao vero

P

LY
nal fsotonieco { duss vezes Y e repadronizadas.

- .
MINOLISS PASSIVA.  As preparacoss de homsolzss sensibie

lizades com anif{genc {I3) e s experionciss de hemdlise passive direta o in
dirvets forsm rveslirzedmn sepundo as imdic&§§@$ fornecidas por RATCEL et sl
(94).

Aa mmnéiqeég otimas de Ag o BEF pars g aamﬁug&ggm e
ram as segnintes s S4B (Img/wl) com 0,1 m¥ de BDF, Igl, P e ¥ab (4 ngful)
con G050 wi de BDV,

Salve guando expressamente indicado, as hesnciss COT fitm
gadan com o Ag e sensibilisadss com anticorpe (E3A) for&m}m&-p&:m;&asg uhie=
1im&m&mmﬁé hemaci as comugadan com SAE e sensibilivades conm 6¥?4Jﬁg s o
0?44Jwg de ﬁﬁmfml da anti-540. Deotas hemécia& paain preparvadas forneclan

rmﬂmwmwﬁTH%@)QjoﬂiEJQ?)U@@%?MQMMhW?%i@?WWMQ@&%@ ﬂ%ﬁ@fml de
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. ?0&&@ ag experiencias de hemoline passive forasm rvealizedas wbtilivendo -
se g mistura de 0,5 ml ds resgente ( BUA, BG, C ) e tampse veronsl iaotanimN
co pars completar o volume de 2,5 ml,

08 controles de r@agga@ aiotenaticamente incluldos em

5
cads experiencis sempre fovneceram og seguintes resuliados

1) ¥4 diluide 2 1/5 em eous destilade 100 % do lise

b ) A+ ﬁam@gs FETonsl O e 5% dos ise
3 ) RS 4 tampso veronal C a5 de Lise

4) B+ U 0a 5% de Yines

INTBICAD DA TISH DO SISTESA BCA OU BA, A inidbicae  da

é‘.’

I o " . o R O] . 2 o
lige do sigtema hemolitico pela acao Gn IS anti-IoC foi dinvestipgsde nishoe

reindo-se 0,5 nl de ¥4 ou EGA com 0,5 ml de T8 antielgh em difeventos 0T

i

can%rﬁggﬁgw &pgﬁ wobutuoacas a 510 por 50 mindios, wu Lol g et Lavae
day com taﬁygw veronal {duss vezes) e vemsuspensas em P ml do meono Lampac.
A gegoix 0,5 ml de O, contendo 8 CHSO/wl evra adielonsdo e misturs gue  ers
reincabeda a 37%C por 4% minatos. &pé@ o p@r§@d0 da inanbagge gn fobos &
vatm centrifogados o 270 g por 10 minutos o 4%C, determinendowse a abgarb%g
cin dos sobrenadsntes o 50 . A ﬁﬁt@ymimmggm da mmmm@w%raﬁﬁﬁ dn T8 ane
ti-Tg0 capsw de inibir 50 % da lise do éiﬁt&ma hemol{tico ( IH 50) foi wen
lizeda villizando-oe & relacao linesr eristente entre o 1055;?&3?;{%&';:3 da concen

tragso fdd IaS anbi-Tgl e o logaritme da funcao (v / 1 « y).

ABSORIAN DA Ted AWPT-Tol COM ON FRACVENTION Yob ou Po DE
Comno.  Miquotas de 2 ﬁ&.fgﬁ entieTgG foram absorvidas com 1 ml de hee
maclas conjugadns so fragmento Feb ou ¥o ( E-Fab ﬁ BPe ) por %0 minotos
a 4 20 de wodo a Q%QQKA&Hﬁiﬁﬂﬁﬁﬁﬁ &mp@mffianw para regiso Fo e Fab da mola-
euisg de Tul do coelho. ﬁ?éﬁ ) a%mﬁwgﬁoﬁ 6 eapecificidade dos anlticorpos ob

s

i i ar -
tidos fol testada atraves da hemaglutinacao passoiva.

Lr3 ! L
£y T PR & e gty e PRVASIS SRS M. 4 s 5
A PAssTvA, 0 teoste Jde hemaglutinagae pas




siva fol vealizado sepundo as in&iemgg@ﬁ fomeciday por ﬁQHﬁU&S e GRADAR { .
95)e

As hemacias sensibilizadas com os antigencs I Gy Fo om
¥ab forem preparvadss mistursndo-se volumes iguais de hemacias taninizadas e
solugoes de Talieu Fe ( 100 pa/ml) e Fab ( 200 pe/ml )o Ao mistures de
rea§§m eram congiitnidas de 100 ml &ﬁ,dilui§§0 de anticorpe ¢ 20 ml  de
hemaclas sensibilizades. As leituras fovanm realizadas apos 2 horas de imq@

g £
bagao a temperaturs ambiente.



1o PAVEL DAS DIVERVNTRES TMUNEGTORITLINAS HA Iﬁlﬁi@gﬁ La LISE,

A oo dos fmmesorop de cobaia e de carneiro foi inves
tigads vwiilizando-ne ﬁ%ﬁﬁ@m@gﬁﬁ de EA ou ECA gue fornselam 50 % de iise
guende en preponcs de exceast de € o procurmndo-ge verificar a al@ﬁvaggw de
gran de lise desse sistena, quando submelido o agga da guantidades varisem
vela de sovo antl-Tegl.

Mo ¥leg. 1 aschawese gpresentodoes oz resulisdos obtidos
guando vma ﬁtﬁﬁ@mﬁgm de EGA Lol subnetide a difeventes quantidades de wm po
ro de cobaia enti-Ted do roelho (ﬁﬁdﬁg Hie/ml}, Podeese obssrvay gue o aow
o de eobele reforgou cu Inibiu g Iise de EGA, dependonds da e@m&antmaggngﬁ
Gilizeda. Uonm awnuwmﬁr&@gwﬂ poperiores @ 1,75 yg‘dw Héﬁfﬁi CUOBETTReEG 8 Lp
ﬁagﬁa ne gran do Lise dessas h&méei&w9 pngitanto que oon umg concentracas de
.87 ne de Fho/ml observe-se un sunmento no grau de 1ise. O grau ds 1ips
das hemsoles nao fol altersdo guando @Gﬁ@@ﬁ%ﬂ&ggmﬁ infericres ﬁ.ﬂgﬁéﬁjmg o
Hio/ml eram uiilizedes,

Reeultados semelbantes foranm obbtidos com sorve de camed
rog gnti-TaG de coelho Imunizados com a 120 de coelho ou com fragients Falb,
Basges soroy lgnalmente reforgarsm ou inibirem s lise, dependendo da concens
%ra§§0 gupregads Fige. 2

. Brperiencias controles mosbraran que soros nommain  de
cohalas e de carnelro nao tinkam nerhums influencis apreciavel sohre o ey
‘&e lise do BA ow EGA, de modo gque podencs conclulr que tento o sumento como

a redugao da lize dependem da agno dy imumeglobulinas dos sorcs antl-Tolt.

o 0 - n & W e i
Bo case de sovo de cobals Ja hovie oldo demonstrado gue este fendmens 856
deve a presenge de diferventes subolaszses de irameglobulinasg, sendo gue E:

TGl inibe a Iise de WA ou I0A, enguanto gue a LpG? mumentsz o pran de Yise,

Bubors tenha side demonstyads s presencs de difeventes

[0 e R

e B o - ” e g . 5 :
sabolasses de T80 no noxe de carneive, a agas Geposs subclasses sobre o sig
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& o A
teomn hewolitics nao fol investigada. Com o fito de eluecidar o fenomeno da
imibiggm procuremes Leolar e testar as difersntes subclaoses de imunegloby

lings dop soros de carneirvo anti-Iel ds coelho.

400

200

ABSORBANCIA B850 oM

4 . ; 2 U VI S |
5 .
o 0,014 0,22 3,5 56D

Ha de M Ao
Pige 1. Influencis de diferontes eoncentrastes de anticorpos antl-Tal prodoe.

zidoa em eobuins wobre o gran fde lise aﬁp@@gfie& de BlA,

400

5590 nm.

A

200

rS

ABS ORB AN C
\
1
4
2

N e Gy
S/ @7 T e lghom
Y \‘@, AP @ i s {7

Vab

el [ ' t & % H ~ 1 - 3

G 0.0t 022 3,8 &8
Ma de MAc
Plge 2. Influencls de diferentes eoncontragoss de anbieorpos enti-iglh o enti-Fab

M - = - 4 -
produzidos en carnelros ashre o gron do lise eapeclifics de T4,
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1.2 IO0LAVENTO TR THONEGLOTULINAS DR CARNEIRO.

Oa sores de caxneiro anti-Tel de coelho foram cromatogry
fedon en colunae de DB-S52-celuloss, sob as condigoes descritas em malerial
# g .
e metodos: o perfil de ume dessas cvomatografias achaese representados na

Fig.%, onde me pode verificar gue forsm obiidas & diferentes fragoes.

P

16 Fry
i
Pl 0,608 M POR 0,0 1M pH 6,3 pol; POl oM
g iz ]
s pH BO BoAN o 50
pl pH 60
4
P,
gt & FHiz
[ 8]
= 0§
» 2 ¢ i
141 P
= roo
L
A Fi
o
i
# b F
TR
5%\\. J KMX«
£] - 2 / el b R
G O zo0 300 400 By

voLums (mb )

Pig.%, Cpematogralis e DEecelulose do goro de surnelro antleTeh de covelhv.

A snalise por fmunceletyofovens do oo de cornalrd abe
ti-1gG de coelho o dag difeventen fracoes ﬂmxm&iﬁgréfica@, whilizando-gs un
sovo de coelho anbi-SHear (Fig.4) mostron gue o sorvo de carnelrs anti-Igk
de coslho aprosentava, ns vegion do sama globulina, duas  immeglobulinas,
umg de mobilidade lenta { Tg8 ) e cutea de mm%iiiﬁ&&e mois vaplda (TeF). Hes
Bo &ﬁp@miéﬁmiﬁm A fw&gam FY amceaevhon un émicm eomponente con mobllidade

.
elotroforetica ocorvespondente o 10

i

& - .
. exmgmanto gus a fracas FIL apresgentoun unm

- & - v 5l - O N "
souponentd principsl com mobilidede sletroforstien corvrssprondente a IgF e

a s o - @ i
um gegude componente com wobilidade m@{@ glogriina. As demais fesgoes  {

PINTa o FIV) epresentevame-se conteminades com diferentes componentes,
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Figede Tmmmogletroforess de soro de carneiro anti-Ipl de
coelho e das fragoes obbtidas enm evomatografis on DE-celulose

(FI & FIV) contendo 5 me de proteinas /wl.

Inv&&tig&@gﬁm da atividade dessas fra@gaﬁ sobre & liss
sepeci Ties forem realizados, niilizando-se suspensoes de T4 ou IG4 gue foye
neciam 50 % de lise gusndo em presenca do § CHS50/ml de C. Nossaa eondiggas
obuervou-sd gque & FI, utilizads en diferenies concentragoss, spresentou ans
nas o fendmeno de inibicoo de 1ime, nazo se tendo observado nenhum Telioree
de lise com qualsguer dss concentrpgtes utilizedas (Fig.5). As ﬁémaiﬁ Frgm
ggaﬁ apresentervan we comportamenic semslhante 20 do sovo imune nao purifics

do, observendo-se vefores ou inibicms da lise de acords sam o coneentracan

45

utilizada Mg.G,
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Te%,  INIRICAD DA 5188 wsProfyIcs PRiA ACRO DA TeS aati-Isl BB CORLHO.

Batudo deos falores gque influenciasm o iﬁihi$§$ da  1ise
aﬂp@eifie& pela meno da 128 anti-Tel wurificada fol realizedo, utilizendo -
se BA e HGA senalbilizpdos com uma coma%mtr&ggm da anticorpe capsz de lisar
100 % das hemselas sensibilizadas em presenga de 8 CH50/mli de C.

Na Tabele T achamese apreserntados os resultados obiidos
Qmaﬂ&ﬁ as procurcn verificay ss b g9 anti-Igh de coelho induzia alterastes
comparaveis no grau de iiss de ¥A e de ¥0A. Podewse verificar naquela tabg
la gue ﬂgﬁ-%Q§V$ diferenca eignificativa, entre o grou de lise de PA e de
BGA, gquando esoans ﬁuﬁp@ﬁggﬁﬁ.@mam eutmetidas a wma mesma conceniragas G
T émﬁingﬁ & que s amnwamtw&§§& de 3,3 o de Whz/ml dosts Lwuneglobulie

2

o era capss e indbily totalmente a 1ise fanto de BA goanto de DA,

FABELA T INIBYCAO DA LISE DR E& OF DR EGA PELA ACED DA Tg6 AWIT-TgG FURIFICADA

‘ COMPOSICED DA 5 CONCENTRACAD DA Tgd GRAU DB LISE %

BESIURA g ds B Ao/ul EA A
6,6 0,0 G0
| %3 0,0 3,0
Ba en BEA , Ig8 e O 1,6 ' 5yl Y N3
0,0 0,0 63,0
: Opd 82,0 80,0

comrRiLLs
EA on BG4 & T - 80 0,0
B on B3k e C - 100,0 $00,0
Bou Bi e C - 0490 0,0

YA ou FOA e IgS : €,6 8,0 4,0
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Investigepoes sobre as relacoss entre a guaniidede  de

T8 entieIglt purificada e o grau de lise (v} de ¥iA ou BA, mosirersm que
o v o g o X N

existe ume relagao linesr entwe o logariime dp concentragao da Igd antielgh

& st ;=
e o logeviime ds fumcas ¥ / 3 - v {(Fled?), possibilitandoese exprensar e

pag volegoes pela eoguagso de veon KROGH (18},

xwk{y/1l-3)"

an de hemolises: I

ende, » represents s quentidede do Igls y 2 porcents
- i 3 L s 3
ums esnstante depsndente das econdigoes expervimenitsis e ¥ a conceniragae de

15 antielel cavaz du inibir e Jipe de 50 4 de T4 ou de F0A. Fete veloxw
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ventes concentracoes de g5 enti-igl,
g - 7, o * 0 -4 g

A dose THSO deternminads com hemaclasn sensgibllizedas

1 w & v
oom wne quentidate otima de Ac (capaz de formecer 100 % da lime) foi  difee
rente da THS) determinade com homsolas sensdbilizadas com quantidades infee
riores de Ao. No gontento nas ge pods comparar essas dosen, vigbto gue  ag
ralocoes entrs o dose doe T8 anti=-1gl ¢ o graw do lize fol yvepresentada ovowp

glgmoides conm diferentes inclinscoss { Pig.B Yo

I
g NAcim!

& H
£

G (3,4 4

s, ‘
4] h"m“%‘ e po o) 0,29
«f T,
- | o, e~ -8 0,18
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s
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o P {3 e £
G 0039 hing D625 2.5 10,6

Fe de N Ac

= - ' #
Filg.8B. Agae do T8 anti=Ipl sobre s lise de WSA senoibllizadssm Com

diferentes concentragoes de antleorpo ( e do Hae/m1}.

Obhservoun-ge contudo wa paraleliomo entre as retas  qus
desoreven ag r@l&ﬁgﬁﬁ doge-efeito, cusndo ss procuyou determinar IHS0, utie
Tizando-se hemscins sennibilicedas com dose obima Qo gnticovps {BA 100} e
hengoias sensibilizadas com uma doze 2 vezes maior de antloorpo (EBA 200%
Westas ciremstoncisg s 5D, determinada com FEA fol 2 vezes malor do gue

a I 50 deteruinads com BA 100 Plg.9.
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Plg. 9.  Delomninacie guantliative da Ig& ertieYeG wobre BA 100 g B 00 pg

da proteinas.

5,  MECANTENO U9 THIBICAD DA LISH,

Com o fingdidede de verdficar se o 18 anti-Xalt  podow
ria eztar sbsoovends  nas condigoues @mﬁ@xiﬁmmiﬁﬁw utilizadas, forem vealle
zadss experitnciss em que a BA, provienente mistureds s igual volume dg
Ta8 anti-Tgh contendo 3,7 pg de Hhe/ml, eva misturads s 8 CHS0/ml de C @
fncwbads & 09C por 18 horas. Os conbroles exem consbituidos por WA mistung
ds n Tgon (Ig8n) contends 100 mg de proteinss e de C, Apds ineubacas, os
tubos eran centrifugedos a 2708 vox 10 minutom, e o mameTo de vpnidades
o ¢ dos sobrenadsntes determinsdo.

Op weamliods nchumese sumarisdos na Tsbele I, onde pe
node obhgervar que © t{tulo de © na wisturs contendo FA e Tl antl m¢~ﬁ nEn
soiren ﬁl&wﬁgﬁ&ﬁ apreciavel, e relsgao ao controle contendo apenss bampac
e G, oo pacso wue ns nloters contendn BA e Tgfn, houwve abﬁ@w¢§& guzss total

P Fd
de €, indiesndo gue & inibigso vewvlis de uws intevacss especifica da  Tg¥



P o LB
arbi-ToG com og suticorpos presentes ne superiicie da hemaclae

PARELA TT. DOSAGEY DB C WA MISTURA DE BEA IgB ANTI.TeG

COMPLEAENTD { 8 CHED ) WL 80
g preamoen de ’ &p&ﬁ imﬁ&%&ggm

1) Ea 1.0
2 Y Ba+ Ipn 1.0
%Y BA 4+ IgS emtioTel . 740
4 3 Tempao 8,0

Con o sontido de werifiecar se & inibicgao da lise eypo-

<y

effice mediadn pala Tph anti-lglG eve devldo po bloguelo da ﬁixg@%@ de G1 ap
gomplexo WA, foram realicadag @ﬂp@zﬁgmﬁiaﬁ em que B incuhads { 02C por - 30
minntosn) com €1 ou R4 ( de modo a pernitir s femm&@&o do complexe PACL) eva
sabmetide o acao (020, %0 minutos) da Tg8 anti-Tgd de eoelho ( 2 pg Bhe/mi)
¢ o grsn de Lise determinado apds incubacao em presengs de B1 (diluide 21/8)
por 45 minmutos & 379C o« Nes experiéncias conbroles & BA era submetida ind
cigdmente & a§§@ de, 1g8 anti-TpC e em seguids incubada com CL ou R4, é@%éﬁw
minando=-ge o grau de llse como acima, apéﬁ ineabacao en vragenes de Hi a
TR0 por 45 nminotos,

Pode-ge verificor na Tabela 11T gue & 1p8 anti-Tal B
fol capay de inibiv a lipe Gﬂpﬁ@{fiﬁﬂ$qmaﬁﬂﬁ BA era @ﬁbvlmm@n%a incubnds com
Cl ou R4, indicando sssin que a T8 aparentemente nao interfere na liss de

FACL,
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SOBRE AL,

COMPOSTCAD DA MISTURA X

DR ADICAO BOS REAGENTES

§ DHDE

GRAY DE LISK
%

BE o+ O 4+ Ie® 4 B2

FA ¢ a8 + 01 4 RY

wBE @ 0L & B
e G
o IEl o+ CL

BL 4+ BL & ) Tgs + B,

A 4 T8 4 Bd ¢+ R1

L+ B4+ B

4+ R4

L e o+ B4

BA o+ BY

i ¢ Tgl

95,0
0,0

100,00
0,0

0,0

&E’di’i@ﬁ

0.0

100,60

8.0

0,0
0,0

A popaibilides

da quentidade de €1 fiwaﬁﬁ a FA, Toi
do diferentss qmaﬂ%i&mﬁwm de CL i

f&i entimads
nal ¢e Cl nos
por 3 minutos, '

10 monten

LE f‘f i

guantldade f» 1

adicionade e guant

wou guantided

e do que eg

i dnve

*;et q%e

v deterndoandosse & diforenoa
sobrenadantes des mistures de ¥4 o 1 ﬁp@“ & incubag
T

RETeT da

a3 de 01 inferioy a L5 unidades,

& o

te resulisdo seja  devendente

eotigada ubilizondo~se TACL conbers

T

A Qﬂﬂﬁﬁdvf (W@ de C1 {{ynds B4

&

agao  indeisd o 4

it

ﬁﬂt?? Y cumvmmi

St o 0w [

N 5 e
existe wnn velagso linear eotre g

de CL fixads a FA guands se wiili.

Quande se ntilizou guanilda-



des de Ol supsrdoves a 1% wnldades, as relagoen entrve a quantldade adiclong

dan & fixeda s ¥A sao raprosentadas por weg cuwevs aparenbenente ssadvntotios.
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UV Ct ADICIONADAS

Tig. 10, THelagao entre a quantidade de €L adiclonsdas ao siotems e guantidads

efetivamente flxadas pelo conplexo B

Ha Tebels IV pode-ss vewlfiear que 2 15 anti-lgt na

o

concentracas de Q}ﬂg de %ﬁmfmi fol copaz de Inibiy parceislmente & lice de
'ﬁﬁGiw apenss quande se wiilizou AUL, preparade com menos de 15 U de L
pyﬂ@@mi@mté dn fracmo euglobuline do more de eobals. Qoande se utilizen o
soro de cobaln sutmetido o &ng da nldrasing, oboervouese wes disorels infe

o o aa ) e " .
Brgao mesmo quande ad willisave proeparagoes de BACL que pperentemnsnts ooy

tinha 15 on wals widaden de O3,

1



WARELA XV, AGEQ Ba Tas ARTT-Tgh efmnn BACY CORTREDG DIFERENTES GUANTIDADES 1’}":%“1‘ Gla

¥ ol UL grew pi vrsn (%)

edioionadas Plundag e prosencs da g% antl-Tph
e % | & Bh 0 pa Fae/ml 2 pa Whe/wd

B8 o0 G50 42,0
10,6 70 L 100,0 42,0
45} 15,0 9.8 100,0 100,0
20,0 14,2 109,0 160,0
LR 22,5 10,0 10090
50 8.7 10,0 64,0
10,0 9,0 10,0 66,0
14 15,0 13,5 : 100,0 75,0
20,0 17,4 100,0 78,0
EH RS 516 10,0 95,0

2.1 THTERACAC DA 1m0 SR Iw Yot COM TACY,

s experienciss enterioves mosbren gue o T8 andl-Tel

" . )
nao Inpede w lise de BACL, quands ests eombton 10 ou maip unidades de UL i«

radag.  Proouremos verificay se a Tes, absorvids pelo conplexo BACL,  aproe

I

» . . o
sentaris molor voder inihitorio da lize do e a g3 poti-Tel nao sheorvids,

:9 #ar o - "
Aligquotas de 2 ml da suspensas de BACL ou B4 foram nisturadas

s 2wl de Ig8

K " . e 3 . EYs Ao . S . 2 : #
anti-Tgld contendo 3¢5 pi e Nhe/wi o dncubsdaz a 020 por 30 minutos. Apna

0 p&%fﬁﬁm de incubacao as mistores fovam ovmtvifW’*@mﬂp g 270 por 10 winge

3 " : 3 Y i I o 3 ey
tos, determinamdo-ge nop sobrensdantes a concentracac  de Ig3 anti~1e0 pelo

netodo de hewdlise passiva indivela o a doss inibitoria 50 % {1950} pelo

*®
motodo de iﬁxhz@mﬁ da lise do slst

ks Tl g [ B i A
, ihes  Emtnos -ﬁp{fnﬁﬂﬁxﬁi Toran vealivn

i Vior
dag wtilizando-ne varpat  veronal VT4 duwente a fase de incubacas dos sobve




nadentes com BA ou com B=Jgh o ﬁﬁmﬁgﬁ ver@ﬁal isotonico nes fases subgeguen
tes.

0a dados c;%;“i;:ilaz’i{:zat;g { Tabela V) nao mostrarem difersnoss
stenificativas entre os sobrenndantes do EA o FACL, salas no ogue tsnge & eghicie]

g 'y o ' # o
tidnde de TuS sbsorvida, seda np dose inibitoria 50 %.

PATELA Yo INS0 B DEDERNINACAO DA CONCENTRACAD DE Igd ANPI-Ig0 APSS TNDERACKO

GO WA B OBAO.

#

CONPOSICEO DA g5 antieXot HOZ SOHMMNADANIDS ( mg N Ao /ol )
HESTHA Hemoline passive ) I_fﬂi%ﬁif,}g{? da llse do

jndivetn - Be (I 50 )

BA 4 g8 31,004 0540
BATL 4 Tgd 1,008 0, 550

E o+ Ig8 %03 | 0,550

0 fato da IeS anti-Tgl, mbeorvidas por EBACL, nao apressn
e iy Tty s I & M‘ . » - » & *
Yar nenhums modificagas ne sua capacidade iniditoris sugere gus ¢ Ol é 1ive
redo do complens BACL pels agao da Tgd anti-JpG. Com o fito de  verifisar
" . P - “ Y . o
cesto hipolese, foram reslizadas as seguintes ekpericncias :  ag PLEPALE

ay

goss de BACL contendo difeventes unidades de €1 fixades foran sabmetidas o

@

Fs

aone do Ygb 2 pe de Ao ml por 30 wminutos p 090, O contyoles evam constl
tuidos de BACL & tampio ou Yefin contendo lﬁﬁjﬂg de protveinas ful, Apﬁﬁ o
veriods de fnenbaguo, determincu-se nos sobrenadantes o guentidade de C1 11
borade, whllizandowse Bieb,

Us resulisodos saguemptizedos na Tabels ¥1 moobran que

g dgs anti-lgh foi capaz de liverar €1 do complexe TACL; w0 passo que a Ig8

£k
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normal fol incapas de faze~lo

FHEELA VE. TOTAGEM DI O1 LIBENADA DO COMPLEXC FACL PEI4 ACRG DA TeB ANTI-TIgl.

GL H50 €L TR0 LISERADAS TELA ACRD

FINADAS TAETED Tt Tas wbd-IeG

0,5 Oy 2.8

jar]
£
L7 A

el
04

O,y 0,6 Gyl

0,8 0,8 3,8

[
1
3
W

-
k=

1,0 1,0 &¢H

Com a finslidede de verificar se este libowrngso de  CL

esterlis  diyvetonente relasionsds com o ﬁﬂﬂﬁ&m%ﬁaggﬁ da Ted anbi-Tel no melo,
foram reallzmadas aug @K@@Ki@ﬁﬁi&ﬁ em gue B4 contendo 15 U de CL; fol eubmet]
da 8 somo de diferentes concentragoes de Lg8 suti-Tgl.

Og vesuliados apresentados na Pige 11 mositrem que sxlge

i
i

o wms relacss llosnr enlre g oopos

5 e P CE— - &
tragao de Igd anti-TsG e U de CL Libers

das, ouande se uwtilizavam comosy

i

sanoes de Lgd anti-Tab inferiores a 0,% pg

de Hanfml. Com concentyngoss de Igl entl-IgG superiores s Oﬁﬁjﬁg’ﬁ@ he/wl,

3 e = Py
a guentidade de C1 1ibersds tendla s wvalores ssaintotlcos,
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Fige 1le  Liberspzo de Ul do complexo BACL pala r?x;-;ze:} dn Lgs entielal,

oo
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Varioce antores (96,97,98) tem demonsirede o inportane
¥ ¥
A s . X » b . y s

cla da fores lomics 5o mecaniswo de Dixagso de €1, teundo gido  demonsirsdo

. oy # & . . b ?A N -
ne ests fivacae e maxima cusndo ve empregs tanpac de forcea ionica 0,065 .

g H ¢ 3 p

be posge dos resulisdos anteriorss que cowprovem a 1ibe

‘:z_mgo de C1 pels agtg{;v da iIZgES antiotglh, foran realivedas as @x;ﬁamcié?ﬁ‘wiaﬁ o
o sentido de verificar a :iz-;;i”lugx’!;ca:%,g& Qe forga ionica do sistema diluents nas
8n 1:1%@:{3&:;;3:@ de G, @}’ﬁipfﬁ{iﬁaﬁd(}mﬁ%@ ‘taﬁ‘apg&: verenal G,1% a1 ou "%:asstapgw varonsl
sacarons 0,065 n .

| 0 resultado apresentade ne Figs 12 wmostrs gue nao se oh

o : . -

L 3
servon una Inflwencle epreciavel da foren londca na liberagao ds C1 do oome

]

AT

3 g "~ . ' 2
plexo BACY pels agao da IgS antl-Igt.
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Plge 12. Influcneis

G5 1.0 2.0

oS pa NAc

da fwr“sa itnioa rm Tiberacro de CL do complexo BACY

paln a(;;{Cs do Ted anti-laC,

THDOPTANOTA T03

Fa

BETERITIN AL

bl

DA };“”?}‘ﬂ;,,{} DALY

fa%
JS

b pnti-Te0 inibe & line de %

£y
8 concentra ma:s ¢

ficar se essa mﬁﬁw 10
1 . i -
nantes sntigonicos
soelho, foram wvealizados
A Tas

conjugads 8 b

reapectivanente para

tos anticorpos espoeificoy

i

- twl P
Who/ule O sepindo wetodo

gives Fo ¢ FPabdb foil a cromategraiia de afinidade, uiili

mante Sepharose-Tab o Hovka

Tef snti-Ta0 pdiclonads

Jocalizsdos na :mm

antie-1gs
{&d (}"‘“‘.Bx E% }?i’”.? {:; 5

s ey

splencias anteriorss pode-ge verificasr gue

A e de EA, sendo essa inibigeo

aos sigbemss, Com o fito de

LY
wido n ocombing

de

o Fab ou Fo do molecula de 1pG

-
1 oy, g A K UUTPTS. | . S
asn seguintos experienclas,

de modo o obber saticorpos

ol & = 2 ¢ s @ a 3 L
ioen Pe o Fab do moleculs de I28 de

prepentaven vespeativanante 250 pg o 76 ng
utiiizedo para obler I3 especi [ Ticn Paen an

b et T s 1)

roaseia,  On obiidog contis

anticorpos

soan do anticorpo com oa dehorm

#

proporeionad
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#

4

et

de

fol absorvida oo o fragmento Fab on Po

Pid o
EEPROLILOGE

i e
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aE
ek

bivamente 92,4 o 26,4 nE de W Acful. Os anticorpos aboorvidos por gualguer

don 2 Mr}sfiww mostraran-ne especilicon para sz regloes Fab e Feo, guande teg
#*

tados em experienciss de hemagluiing a0 passive, wtlizandoe-se hempcies senni

&
A atividsde hemolitica da T8, ese

billzadas com Fab, Fo e Iph de coslihe
ﬁ ot
pecilfica pare s regioes Fab e Po, fol testada wtilizando-ge NGA ou Fi.

Om resultados obfidos com a IS proveniente de am  dos
saimals fwanizados achanese represeniados na Flg. 1% onde se pode verificar
gue ?’;mv@% inibi q:am total guando se wbilizou c:m?mpm:\:m“@w igaais o supe=

o
o

riorss a 2,5 pg de WAe tento da IgB ._..sﬁqmaifim para & reglso Fab oomo dn

Tas ex wm@ ion para re gmﬂ Fe ou Lgd anti-TaG,

AQO T "mmmmm“’?“;_
£
oo .
@ ey anti.Fo
o
!5“.*‘ ]
W G- - g anti.Fab
= Gy BN G
] ‘
= 2060 b
T4
£
('
O
W
£
=3
R
ol ¢ & L A
0 AR 0t a5 30,0

Fla. 15, In‘i‘bﬁz,aw do liae de BOA pov pzmimr}m& mpgr’ij‘mw para Fo @

Fob o Ip0 do coello,

vande se wbilizovw a T8 provenlendes do unm segunds anie

bt

«

a * @ N 8 W a
mal Imunizado, pode-se veri ficar gue go se ohosrvava a inl mmm total qumn

#t

- i pre (s ol . - e o
deo Fo oou Ig5 antileTeGe Soando so

4

do ge uiilizaven o 185 especifion g

oy




W
P,

whitisew Te8 entl-Fab 80 B @bwﬁﬁmﬂiwuaaﬁﬁibiﬁgm pareial, enmpregando-ge ums
alte concentraono (2644 pg Wae/ml) desse vosgente.

L fim de verificsy se eseas proparagoes reforgavem  ou
nAs 4 8GO iribltoria de determinads cusntidede de enticorpo snbi-Fe, foram
veslizades exporicnoias em gue se procuron determiner o poder inibitorio da

o - G
mistors de guantidades fims de anti-Po o quantidades varievels de anti- Fab

{Tabole VIL).

FARELA VL K@ éiﬁﬁ} BA WISTURA DR ANTICOEPOS ANTI-Fab ¥ ANTL-Fe SOURE O GRAU DE LISE IE Ei.

KRPOSICED QUANTIDADE DR Ias CRAY DR LISE CRAT BE THIPICAD
Tih MISTURS { pg Phe/ul) % a

gnhieie st LeFaly

0,98 ‘ 0,0 : 65,0 31,0

0,28 1.7 41,6 G8,0

0,28 6,6 19,4 80,0

0,90 964 N 54,5

BA o+ Tl 4+ O

0,0 1,7 97,2 2,6
0,0 . 66 €3,3 16,7
0,0 26,4 14,4 80,6
conrnbueg
Bh 4 € 0,0 0,0 100,0 .
By o+ 158 0,28 5,0 0,0 ° -
B+ TgB 0,0 28,4 0,0 -
B e @ 0,0 0,0 6,0 -




Os repullados povesentados na Tabela VIT mosbram e -

houve un reforgo do grau de luoibigeo de anti-Fo quemdo se adicionave aatis

Fab, Fode-se verificar naguels Sabels gue guando as  uilllzava apenas

1.7 pe ds Fhe/ml  de IgB pobi-Tab ocorris wma inibleno de 1ise de  ceron de
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