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cuantidade de C fixade ¢ quantidade

ey
(] "y

anticorpo

nos diferentes =0ros.

A analise desse fato mostrou gque a capacidadas de o3

(XY

imune-gores fixarem C dependente dea natureza das imuneclo-

. - - -
bulinas ai presantes. Algumas Ilmuneglcbulines, como &
sac altamente eficazes no processc de fixagao do C  (BORS0S

& RAPP, 1E65) enquanto outras

0
&
=
0

zlgumas imuneglobulinas,

sub-classes de IgG, sac incapazes de fixar C (BLOCE ot al,
1963). Ademzis. as obscrvagoes de que algumas imuneglobuli -
nas sa0 capazes ce fixar o C através da via alternada -
(SANDRERG, et al, 1870) introduz uma dificuldade adicio

nal na tentativa de estabelecer uma correlagac entre capaci-
dade de fixagao de C e teor de anticorpos em diferentes so-

ros. 4 impossibilidade de se estabelecer esta correlacac re

presenta, obviamente, uma desvantagen das teécnicas de dosa-
gem baseadas no fenomenc da lise especifica.

Do ponto de vista técnico, os testes de fixagao sao

de fidcil execucac. Adiciona-se 2o sistema Ag.Ac em  estudo

e

3

uma quantidade de C previamente dosado e, no final da resacao
determina-se a quantidade de C nao absorvida nelo complexo

e O e faita atraves do

Q.

Ag.Ac, A determinacac de gquantidade

uso do sistema ds hemicias sensibilizadas pelo ambocenter e
a guantidade de C fixado e, consequentemente de anticorpo e

ja

tid
entac obtida pela diferenca entre a quantidade de C nresente
cic

e no fim da re aﬂao.

lumarosos dados foram acunulados supgerindo gue as

-, PR - . - . ©
tecnicas gque utilizam o fenomenc da hemolise especifica  po-
deriam ser simplificadas, omitindo-se a necessidade de dosa

gens comparativas de C ¢ a necessicade de utilizagao de um

-

sistema indicador (Hem.amb) nao relacionade ao sistema Ag.hc
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te com a tarminologia imunclogica., caracteriza melhor o fend
mena do qua o ocnada, porguanto a hemacia recebe

nassivamente o antigcno

£studos cuantitativos, realizados utilizando um DO~

hal - »
acaridec axtraldo da Q tanl e ¢ anti~-soro “Sweﬁff 100

Cz se encontrar condicdes Otimas para o estabelecimento

53
esta Salmonella (EIER, et 21, 1956) mostraram a possibilida
d

de té€onicas auantitativas procisas para titulecio de anticor

pos baseadas no f2nomeno da hemblisa passiva.
Os sistomas astudados naelos diferentes autorss acima

tinham om comum o fFato de utilizarem ant
-
3

s = . -
1987)., Hormalmente, a srande maioriz dos antigonos,
F 4 :

principalmente os drotecicos, nio se adsorvam  As hemacizas,
Por outro lado, o fendmeno de adsorcio € reversivel, compli-

cando a interpretacZo dos resultedos.

Fara {ixar os antigenos As hemfeias, vArias substan-
cias foram usadas. Algumas dessas substancins funeionan atra

liragoes fracas nfo covalaontes tais coro o aecide ta-
nieo (BOYDEN, 18513 FISIER, 1852; BOURDUAS & GRABAR, 18553,

STAVITSKY, 1354 ¢ BUTLEER, 1863) @ cloreto cromico (GOLD &
FUDZNEERG, 1967). Outras substancisas - og reagentes bifuncio
ais - funcionom atraves de ligacdes ecovelentes astavels:

n

benzidina~bis~diazotadna, (PRUSCMAN 2t 21, 1542 STAVISTSKY &
ARQUILLA, 1988 =~ BUTLER, 1983); 1.3 difluor, 4,5 dinitroben-
zono, (LING, 1961): tolvienol - 2.4 diisocionsto (RYDHES &
SEHON, 1254); carbodiimida, (JOHMNSON ot al, 19f6); glutaral-
dzido, (ONXELINX ot ~1, 1963).



As hemacles contendo antigeno artificialmente 1ligado
a sua superficie podem ser aglutinadas em presenca de anti -
corpo especifico para aquele antigenoc, e, permitindo o esta-
belecimento de métodos sensiveis para a deteccgdo desses anti
corpos. Contudo, as técnicas de hemaglutinacao sao semiquan-
titativas.

Técnicas gquantitativas podem ser estabelecidas con-
vertendo-se a aglutinagao em hemolise especifica, pela adi-
gao do complemento (STAVITSKY, 1954)., Fsta conversac contudo
ndo & possivel quando se usam determinados agentes ligantes,
tais como o acido tanico (PECK et al, 1949y STAVITSKY, 1954)

que alteram profundamente asg propriedades das hemicias.

A ligacao covalente obtida através da reacio de con~
jugagao tem sido largamente utilizada para ligar antigenos a
hemacias. Quando o antigeno possui um grupo arilamina, este
grupo pode ser diazotado e o antigenc pode ser conjugade di-
retamente 2 hemacia. SILVERSTEINER & MALTANER, (1952) diazo-
taram o &cido para-aminc fenilarsdnico e o conjugaram a hemi
cia. Essas hemacias, contendo aguele grupo haptenico, agluti
navam e lisavam quando em presenga de anticorpo anti para-

amino fenilarsonato = .

No caso dos antigenos proteicos, geralmente, utiliza
~8e a benzidina bis-diazotada (BDB), reagente bifuncional ca
paz de se ligar simultaneamente & hemidcia e ao antigeno. -
STAVITSKY & ARQUILLA, (1850) ligaram deste modo a insulina &
hemacia, estabelecendo uma téenica de hemblise passiva nara

detecgao de anticorpos anti-insulinea,

RANGEL & REPKA, (1265) estudaram os fatores qus in-

terferem na conjugacao do antigena a hemacia e ressaltaram a

L]



importancia do controle ri

gido de determinados fatores tais
como a temperatura da reacac 2 a relacio entre as guantida-
des de hemacias ntigeno e BDP, 2 fim de se obter maior sen

sibilidade e especificidade na reacac de hemSlise wnassiva.
Com hemacias sensibilizadas em condicdes Stimas, foi nossi -
vel estabelecer um metodo para aosagens de anticornos anti-
sorc albumina bovina cuja sensibilidade & comparavel 4 refe.
rida, para os métodos de dosagaem por fixacao do O (12 ugh

Ac/nl).

C conjunto de informacoes disnoniveis sobre o f@némg
no da hemolise passiva mostra que & possivel estahelscer-se
métodos para a dosagsm cuantitativa de anticorpos, com sensi

tidas com os méto

1
bilidade e especificidads semelhantes 52 ob
O

dos de fixacgdo do complemento, desde que seia possivel ligar
-se o antigeno a hemicia sem alteracces profundas das suas
propriedades.

Este fenomeno se processa cegsaenclalments em dois es-~
tdgios: 1) combinagic do anticorno com o antigen

O
menta fixado a hemicia, formando o comnlaexo Hem.Ag.hc: 2
teracac desta complexe com o C. = conscouente lise das hemd-
cias. & ccorréncis de liss em tois sistenas depende eszonei-
almente da naturcza do anticorpo utilizade. Aleuns anticor -
Pos, incapazes de fixar o C, nao podan ser detectados nor 28

te método.

Algumas observacoes indicam no cntanto, que este in-
conveniaente pode ser contornado. RANGEL & RIPKA, (1965) vela
taram cbservagoes preliminares indicando a nossibilidade de
se detectar anticorpos incanazes de fixar €, através do  uso
de soros anti~soro ¢ama globulina {anti-3G) anropriados,

HUMPHREY, (1967) mostrou que hemacias sensibilizadas com uma



incapaz e provecar a lise na opre-

submetidas
68) utili-

de excessc de O, podian

5 S0YOS
a indireta” para designar es
as a lise e uma fun-

i
antidade de anticorpo combi-
£i

)
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Cornos nag esta estritamente relacionada 2 natureza  dos
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acordo com as instrucosas

BENZIDINA~BIS-DIAZOTADA (EDE) -~ A TDB foi pre:
(1

do com as instrucces de XARAT & MAYER,

permitia preparar hemfcias censibiliza-
en exnariencias de hemalise passivadi
lise frente a 0.312 * 0.01 ur FTAc/ml de

¢'¢’ BIFENIL~BIS-DIAZOHIO-FLUOROBORATO (BDF) - Toi preparado
&

O precipitade formado., cornstituido melo LY Hifenil
bis--diazonio-fluorchoratoc sra entiao lavado a frio sucessi-
vanmente com B0 ml de acides fluorohorics 2 59 50 ml de meta



O produte fol cristalizado a partir da s
T

rada de IRDF ern acido fluoraborico o 5%,
T

[
L]
Q
(O I
r.,.l.
O

cristais , determinado em microsconioc de fuszi

2
gual portante, ac do composto preparado nor ROE (1867), que

[~n

j81]
3

Tesenta & estrutura ahal

PR - - I
L 7 R . ~ o

DETERMINVACOES ESPLCTROFOTOMETRICAS -~ O toor de he ermoglobulina

eram estimados através da deter l$naﬁao da

a 1
DO, A = 550,, em cubetas 12x75, utilizando-se um esnactro-
T

HEMACTAS hemaoias

btidas mistur
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o] P

tendo apenas:
i)
23

entracac utilizada na ex-

DETEEHINAQAO Do TITULO HEMOLI?ICO DOS IMUNE-S0R0S - Nas exne

riencias de hemdlise passiva a correlaczo entre o grau de 1i

se e quantidade de ‘fc & descrita nela 2qUagan de  VON
KROGH
x = K (v / 1"

onde, X representa a cuantidade de anticorpo: v a mnorcenta-

gen de hemdlise; h uma constante dependente das condigoes ex
perimentais, e X e igual a quantidade de anticorpo capaz de
ligar 50% de Herm.Ag.

: b

O valer de K erva determinado, praficamentes, em papel
logaritnico, utilizando

~5e um sistema de coordenadas, em cu-
jas ordenada e abcissa estavan representados respeetivamente

os valores de x e da funcao (v / 1-v),

TITULAGAG DOS S0ROCE DD COBATA ANTI-CGAMA~GLORULINA DE  COELHO
[ad

=560, foram titulados a fim de se

determinar o numero de unidades hemoliticas (UH/ml) estabe-
lecendo-se cue uma unidade hermolitica & a menor quantidade
- ndo 2 me-

u
de anti~5GC capaz de lisar 100% de Hem.Ar.Ac, conte
A

ninacde o numero de U/ml dos soros anti-SGC

fol feita, utilizando-se tiﬁulagéa% m bloco, em cua diferan

O

tes diluigoes de anti-SGC eram testadas contra Fem.Ag.Ac con
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TCTIT M o
FESUILTADNOS

#d

1. Fatores que interferem no fenomeno da hemblise paseiva in
direta

Os fatores que interferem na hemdolise nassiva indire

ta foram estudados atraves de grunos de evneriénaiss orienta

o
O
3
o3

Lade
=
1y

das no sentide de estahbelecer as condicifes Stimas ce

~ - bt .
cac do antifenc as henacias.

1.1. Dose de anticeno e de ligante

Os dados obtidos pela homdlisaz passive diveta forar
paralalos fog obtidos pola hemdlise passiva indireta  (Tabe
la I). Para cada concantraczo dz antigsno estudado, a sansi-
bilideds maior da lise foi sempre alconcada com hemieias sen
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Fig. 1 - Sensibilizac@o 3 lise especifica das hemdcias con
jugadas ao SAB utilizando concentracdes variaveis
de BDB e diferentes concentragdes de SAB.
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TARILA ITI

Fesultados dos testes de precipitagido e de herdlise passiva dipets

indireta de diferentes soros.

Soro

Anti-

n%

Ov
1

2
3
N

Anti-TiF

H-1
H-2
H-186
113
Ii-19

Anti-

n%

Anti-SAE

ne

==
D

=
0

/‘m‘ti—SAB

D-1
D-1
D-2
n-3
D4
D-5
n-8
n-9
p-1
D1

Anti-B(I)

n?

HF
1

3

28
28
52

A

8
1

1

-0

(]

Valor de K (ng Hhce/ml)

Teste de_
precipitacao AN s Pelacao
s, L) Metodo B} Metodo :
(mg  RAc/ml) direto indireto AT
, 139 6,7 20,7
s 111 7,0 15,8
P 126 7,5 186
N 111 7,0 15,8
5,07 85 9,0 3,4
5,08 83 8,0 9,4
0,16 91 2,1 10
0,50 100 9,0 11
0,16 110 9,3 11,8
0,64 146 11,3 12,5
1,1 355 11,0 32,2
4,5 176 11,2 15,7
4,8 165 12,2 13,5
1,7 112 11,9 3,4
6,32 106 8,8 12
0,21 140 9,0 15
1,80 120 8,6 13,9
1,10 115 8,9 12,9
0,58 134 9,6 13,9
8,37 132 9,2 14,2
0,74 127 8,9 14,2
G,64 130 g 14,6
0,25 86 9 9,6
0,88 142 9 15,6
2,0 0 (450)
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100 o 320 N6 Mhe

A 3200 N NAc

{COMBINADOQ]

% DE ANTICORPO

1 |

0 10 5.0

UNID. EQUIVALENTES DE ANTIGENO
(LOG. AG.)

Fig. 2 - Resultado da inibicgao.
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