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IETRODUCAQ

As primeiras observagles sObre as reagbes imunitériss
(1) ressaltavam o alto grau de especificidade das interagdes
ant{geno~anticorpo. Comparando estas interagdes as reagoes
qu{micas, EHRLICH propds a celebre teoriz das cadeiss late-
rais (2,3) admitindo a existencia de relagdes estequiométri-
cas definidas na combinagao A.Ag. A descoberta de numerosos
fatos, entre os quais 0s fenoOmenos de DANYSZ (M) e o de
EHRLICH, que impunham reformulagdes sucessives da teoria das
cadelas laterais, conduziram gggggz (5,6) a classificar as re
agOes A.Ag entre os fenomenos coloidais, admitindo a reversi-
bilidade dessas reagles e a combinagio dos reagentes em pro-
porgSes veriaveis, ARRHENIUS (7,10,11) conciliando os pontos
de vista discordantes das duas teorias, propos como modélo
das reagbes A.Ag as reagdes entre bases fracas e acidos fra-
COS,

0s métodos de andlise existentes équela época, precé«
rios ante a complexidade do material biclégico em estudo, nzo
permitiram uma tomada de posigac definitiva entre as trés teo
rias. Contudo a concepgfo de EHRLICH postulando uma base qui-
mica para as reagles imunolégicas exerceu um influxo ponderé-
vel no desenvolvimento das pesquisas ulteriores. Procurando
verificar a importancia de determirados grupos qummlcos do ap
tigeno, OBERMAYER e PICK (12,13) verificaram que & introdugio
de radicais halogenados ou nitrosos na molécula do ant{geno
conferia a este uma nova especificidade., O fato conhecido de
que aqueles radicais se combinavam ao anel benzenico de sl-
guns aminonécidos, levaram esses autores a atribuir um papel
preponderante agueles amino-acidos na antigenicidade das pro-
teinas. As observagles (1%4,16) de LANDSTEINER e col. de que a
esterificagao, metilag8o e acetilagdo conduziam igualmente a
alteragles da especifiecidade sugerlram a importencia dos gru-
pos carboxxlico, hidroxila e amfnicos na especificidade dos
antigenos, A vasta obra desenvolvida por LANDSTEINER (17) e
seus colaboradores em seguida a introdugdo do uso da diazo-
reagdo para conjugar estruturas quimicas definidas a molécu~
la do antigeno (18), representa sem sombra de duvida o PaASSso




ﬁ2ﬂ

fundamentsl para a compreensdo do mecanismo das reagdes ant{-
geno-anticorpo, A despeito das restrigdes inicialmente levap
tadas (19) relativas ao artificialismo das ligagSes -K=F-, i-
nexistentes nos compostos naturals, e ao drastico tratemento
qu{mico g que eram submetidos os antigenos durante a dlazotsa-
¢80, as conclusdes de LANDSTEINER se mantiveram porquanto fow
ram amplamente confirmadas com o uso de outros reagentes para
conjugagdo em condigOes mais suaves de reagio (20,21)., O con-
Junto dos resultados obtidos com os haptenos demonstra que a
especificidade imunolégica depende de grupos quimicos de es=-
trutura definida, A existéncia,nos ant{genos naturais, de gru
pos determinantes da antigenicidade é uma inferéncia 15gica
dessas experiencias.,

Se a demonstragdo da existéncia de determinantes ant
génicos trouxe argumentos em favor das ideias de EHRLICH, o
estudo da reagdo de precipitagdo, desecoberta por KRAUS(22),
velo trazer argumentos em desfavor do postulado da combinagio
em proporgGes definidas, A observaglo de discrepancias entre
os resultados semi-guantitativos obtidos com as téenicas de
RAMON (23) o DEAN e WEBB (2%) ja sugeriam s formagho de com-
plexos A,Ag em propor¢des variaveis., Fol, porém, a introdugdoe
de tecnicas quantitativas (25,26), aperfeig¢oadas e proficien=
temente utilizadas por HEIDELBERGER e colaboradores, que pro=-
piciou a demonstragdo inequivoca da formagZo de complexos A.
Ag contendo propor¢des variaveis de reagentes (27,30), Basea-
dos nesta demonstragdo, HEIDELBERGER e KEKDALL, emitiram a hi
potese da combinag8o, segundo a lel de agao das massas, entre
um anticorpo divalente e um antigeno multivalente, deduzindo
equagSes que se ajustavam 2 maioria dos dados experimentais
(31). #m esséncia, a hipdtese de HEIDELBERGER e KENDALL  se
confunde con a hipétese de MARRACK (32,33) e ambas, suporta-
das por numerosos fatos, indicam que os antlgenos naturais,po
lissacaridos e proteinas, contém varios determinantes antigé-
nicos,.
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As nogles iniciais da teoria sdbre a correlacgdo entre
estrutura e especificidade dos palissacéridos devem~se a AVE~
RY e GOEBEL (34,36). Conjugando agucares simples ou 0ligdsi-
dos a proteinas, puseram em evidéncia a importancia da nature
za das 0ses, ber como o tipo (alfa ou beta) e posig¢do das li-
gagdes entre os agucares constituintes do polissacarido,

0 antfgeno capsular dos pneumococos (37) isolado e ca
racterisado do ponto de vista fisico-quimico (38,%2)  serviu
de material experimental extremamente util para o estudo de
determinantes antigénicos nos polissacéridos. A existencia de
numerosos tipos immoldgicos (43,%5), alguns dos quais exi-
bindo reagdes cruzadas entre si, sugeriu a presenca de estru-
turas similares nos antigenos capazes de reagir com um mesmo
anticorpo. A demonstragao de que o antfgeno capsular SIII e~
ra constituido de unidades de acido celubiurénico (46,47) con
duziram HEIDELBERGER e GOEBEL a uma série de elegantes expe-
riencias (48,51), demonstrando a importancia deste unidade es
trutural nas reagles cruzadas entre SIII e SVIII, Os s0ros
preparados contra estes polissacaridos precipitavem um antlge
no artificial constituido de acido celubiurdnico conjugado a
protelnas. Os soros preparsdos contra este antmgeno artifi-
clal prec1pitavam ambos SIIT e SVIII e, finalmente, a celulo-
se, pollmero constituido de unidades de glicose ligadas entre
si por ligagCes alfa 1- L, apos oxidagso parcial, conduzindo &
formagao de unidades de acido celubiurdérico na molécula do jole]
limero, precipitava com os sdros preparados contra SIIT e o
antigeno artificial., Os trabalhos de JONES (52), esclsrecendo
a estrutura qummica de SVIII, vieram sorroborar as conclusSes
1munologlcaso

Experiéncias orientadas no mesmo sentido, compsrando
as estruturas dos 3VI e SII, permitiram a previsao e subse-
quentemente conflrmagao da existencia de reagoes cruzadas en-
tre esses antigenos e polissacaridos extraidos de varias plan
tas (53, 54). Inversamente, a demonstragdo de reag¢les cruza-
das entre ésses antigenos e outros polissscaridos permitin a
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previsao, amplamente confirmada pela analise quimica subse-
quente, da existéncia de determinadas estruturas comuns nos

»
antigenos que reagem cruzadamente,

As observagles de gque o dextran era antigenico para o
homem (61,63) conduziram a uma serie de experiéncias que per-
ritiram obter algumas nogles sObre as dimensdes do sitio de
combinagdd do anticorpo. As reagSes de precipitacso dos sdros
anti-dextran com o dextran, formado predominante por molécu-
las de glicose unidas por ligag¢des alfa 1-6, sdo inibidas por
oligo-isomaltoses, 0 maior grau de inibigdo, em base molsr,
foi obtido com isomaltohexacse., A molécula deste oligossacér;
do, quando na forma "extendida" mede 3% x 12 x 8 A,0 que indi
ca que a regifo complementar da molécula do antvicorpo tem di-
mensées aproximadamente correspondentes (64,6%), Estudos de e
quilibrio de dialise indicaram que se se admite gque a isomal-
tohexaose representa 100% da energia de combinacdo antigeno -
anticorpo, a glicose terminal, possuindo o grupo redutor 1li-
vre do oligésido, contribue com Y40% dessa energia, A regido
correspondente a glicose terminal e a adjacente contribue com
60%., O conjunto representado pela glicose terminal e as duas
unidades visinhas contribue com 90% dessa energia (66,67). Re
sultados similares obtidos com oAant{geno 0 das Salmonelas
(55,57) permitiram o estabelecimento 4z nogao da  existéncia
de regides imunodominantes na estruturs do deterninante anti-
génico,

0 estudo de outros polissacaridos amtigénicos, tais
como os antigenos 0 e R das Salmonelas ( STAUB, WESTPHAL) o a
cido tecoico das bactérias gram-positivas (58), antigeno ¢
dos estreptococos (59), bem como dos amtigenes responséveis
pela especificidade dos grupos sanguineos (60}, vem contri-
buindo para a compreensao das relagdes entre estrutura e espe
cificidade e vieram ressaltar a importancia das ramificagdes
laterais désses polissacaridos.,

Muito embora ainda existam numerosos problemas ainda
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sem solugdo (69,70), os resultados obtidos na investigacgao
dos ant{genos polissacaridicos permitem-nos ter uma ideéis
das estruturas désses antigenos que estdo envolvidos na rea-
gao antlgeno—antlcorpo. 0 determinante antigenico dos polissa

caridos pode ser representado por conjuntos de 6 a 7 oses, ge
ralmente pertencentes a ramificagdo lateral da cadeia princi-
pal do polissacarido. A natureza das o0ses, bem como o tipo e
a posicdo das ligagbes entre as diversas unzdades, sao fato-
res essencials na especificidade désses antlgen0$.

* Kk

Contrastando com a relativa simplicidade dos polissa-
carldos, constitulidos em geral de unidades que se repetem, ag
protelnas sdo constituidas por amino-icidos unidos entre si
por ligagQes peptldlcas, formando conjuntos altamente comple-
X0s gue, salvo raras excegoes, nao se repetem na estrutura
désses antlgenos. A molécula proteica deve ser examinada em
pelo menos trés niveis diferentes (71): a) a estrutura prima-
ria, relativa a sequencia dos amino- acidos na cadeia polipep-
tldlca, b) a estrutura secundaria, referente as posigdes assy
midas pela cadeia e ¢) a estrutura terclarla, referente a con
formagao tri-dimensional da molécula, O reconhecimento de que
certas protelnas sao constituidas POr um nUmero determinado
de sub-unidades justapostas levou BERNAL (72) a admitir a2 e-
xistencia de uma estrutura quaternaria correspondente a cone
figurag¢8o resultante da posigao das estruturas terciarias,

As dificuldades no estudo destas estruturas sao de va
rias ordens, 0s metodos de facil utilizagso para o isolamento
de protefnas sio de desenvolvimento recente, Ha cérca de um
decenio atras, raras proteinas podiam ser obtidas em estado
puro e o advento das téenicas imunoqu{micas permitiu demons-
trar a existéncia de numerosos contaminantes nag proteinas
cristalizadas varias vezes e rotuladas como 100% puras. A e=
xistencia de uma micro-heterogeneidade de algumas entidades
proteicas representa um fator adicional de dificuldade para o
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conhecimentc da estrutura desses ahtlgeuo¢. Variagdes de eg=-
trutura, genéticamente determinadas {(alotipos, lscenzimas, hg
moglobina) (73,75), ocorrem dentro de  uma especie snimal e
provavelmente em um nesmo individuo, no decorrer de sus exis-
tencia (idiotipia) (76). Por outro lado as técnicas emprega-
das para O corhecimento dos diversos niveis de estruturs ndo
sfo facilmente accessiveis e de interpretagio simples. Us tra
balhos pioneiros de SANGER sObre a estrutura primaria da insuy
lina (77), introduzindo metodologia para a determinacio da se
quencia de aminamécidos, permitiu abordar o estude de =2lgumas
proteinas. Contudo,; a despeito do otimismo de YQUB DGER (78)
e do constante aperfeigoamento das técnicas de qulmlca das
prot&{nas, a determinagao da estrutura priméria apresents di-
ficuldades técnicas tanto mais consideraveis guanto maior o
péso molecular do material em estudo (79), Considerscdes seme
lhantes podem ser aduzidas em relag@o as contribuic¢des pionedi
ras de KENDREW e de PERUTZ (80-82) sdbre a estruturs tercié-

R b vt e e VY

ria de mioglcehina e de hemoglobina,

Tendo em vista a escassez de informacio sdbre = estruy
tura dos antigeﬁcs proteicos, o estudo dos determinantes mmti
génicos nio pode ser abordado por metodologia semelhante » -
tilizada no estudo do poligsacérido pneunococico, Muito embow
ra algumas comunicag¢les tenham sido feitas relstando s ocopr-
rencia de reagOes cruzadas entre péptid@s sintéticos » algu~
ras proteinas (83), nfo se pode pretender est-belecer uma me-
todologia de estudo basesda na investigagdo dessas reagles,
por duas razdes principais. Bm primeirc lugsr, a ocorréncia
de reagles cruzadas indicaria a existéneia na proteina de es-
truturas semelhantes ac oligopéptido mas nio forneceris indi-
cagfes quanto a participagio desss estruturs no determinante
artigénico da proteina. im segundo lugar, o numero de estruty
ras a seren pesquisadas serla extremamente elevado., Conside-
rando-se que um determinante seja representado por ume seocuén
cia de 3 a % res{ducs de amino-acidos dispostos em alf's héliw
ce, pode~se calcular a existéncia de 40070 determinantes die
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ferentes (84), Bsta cifra & reconhecidamente insuficiente pa-
ra representar o0s determinantes poss{veis, pois gualquer dos
20 amino~-acidos naturais pode repetir-se na estrutura do de-
terminante, o que permite calcular a existencia de 168,000 de
terminantes (85). A estimativa de 100 determinantes diferen -
tes & considerada conservadora, se se incluem as possibilida-
des de arranjos desses residucs em trés dimensSes (86),

C estudo dos determinantes proteicos tem sido aborda-
do sobretudo por metodos visando verificar a agao de determi-
nados agentes, particularmente compostos quimicos e enzimss
proteoliticos, sdbre a reatividade imunclégica do ant{geno;mg
teico. A alteragao da molécula protelca com agentes quimicos,
visando estabelecer a importancia de determinadas estruturas
do antigeno na especificidade imunolégica, nao permitiu a obe
tengéo de informagdes precisas sdbre os grupos quimicos envol
vidos na especificidade das proteinas. Os resultados obtidos
com o uso de acetilagao, metilag8o, deaminacio,esterificacio,
(87) sdo dependentes da natureza do ant{geno e da amplitude
da alteragdo nele produzida. Resultados opostos foram obtidos
submetendo-se diferentes proteinas 2 um mesmo tratamento quf-
mico (88,89), o que indica que diferentes grupos quimicos de-
vem estar envolvidos na reagao amt{genomanﬁicorpo, fsses rew
sultados s8o contudo de diffcil interpretacdo, porquanto nem
todos os grupos, teoricamente alteréveis, s&o efetivamente al
terados durante o tratamento. A posicdo de tais Erupos, Al
guns inacessiveis nas condigBes de reacBo, ou a sua relagso
de visinhancga com outros grupos qu{micos, sao fatores inmpor-
tantes na reatividade com os reagentes quimicos empregados
(90). A dificuldade maior, porém, na interpretagio dos dados
obtidos provem da constatagd@o de que a introducao ou a supreg
sao de radicais conduzem a modificagOes complexas (91), de al
gum modo semelhantes as obtidas por desnaturagao (calor, ei-
dos, bases, ureia, guanidina) e que implicam em alteragles
da estrutura terciaria da molécula, Estudos recentes com 8 ri
bonuclease vieram consolidar a nogio da importsncia da estry-
tura terciaria na especificidade antigénica das proteinas, A
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redugao das pontes dissulfeto esse ant{geno altera profunda-
mente a sua especificidade antigeénica e a oxidag¢do controlada
da ribonuclease reduzida reconduz a especificidade original
da prote{na nativa (92),

As 1nvest1gagoea iriciais sobre a reatividade imunolg
gica das proteinas submetidas a agao de enzimas mostraram gue
esta reatividade diminue progressivamente com a intensidade
de digestao, anulando-se num per{odo de tempo vsriavel para
cada ant{geno (93). Verificou-se igualmente que, no decorrer
da idgestﬁo apareciam poliuéptidos capazes de inibir percisl-
mente as reagoes do antlgeno nativo com o sdro homologo, Al ~
guns désses polipeptldos sdo de baixo peso molecular, em al-
*guns casos constituidos por 8 a 12 amino-acidos apenas (0h);
outros podem ser de péso molecular relativamente elevado
(95). Constatou-se também gue, em certos antlgenos, a remg
¢ao de um determinado grupo de amino-acidos pode reduzir con-
81deravelment@ & sua precipitabilidade pelo soro imune (96),

A introdugdo das técnicas de imuno-difusio permitin a
LAPRESLE e colaboradores a realizagao de um estudo sistemati-
co da estrutura antigenica da albumina humana (SAH), investi-
gando a agdo de proteases sobre a mesma, So0b a agdo de pro-
teases de bago de coelho a SAH ¢ cindida em alguns fragmentos
que contem diferentes determinantes antigénicos (97=102), A
comparagio deésses resultados com os obtldos de estudo da agio
de outros en21mag permitiu dcmonetrar que o motivo antigenico
da albumina & constituido por varios determinantes diferentes
entre si (103-105)., Im concordancis com ésses achados AETHOTI G m
traram que 0s imune-soros anti-SAN sio constituidos por misty
ras de anticorpos de diferentes especificidades (106). los
produtcs de digestao da SAK prela catepsina D de coelho existe
um fragmento capaz de inibir,parcialmente,a reagac SAH vers us
anti-SAH (107), fiste fragmento, denominado de inibldor, de p
S0 molecular igual a 11.000, contém pelo menos dois dos ueter
winantes antigeénicos da albumins nativa (108), Pels agho da
tripsina sdbre o iribidor pode~se obter um fragmento, de peso
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molecular igual a 6.600,que contem apenas 1 dos determinantes
sntigénicos da albumina (109), O conjunto dos trabalhos dds-
ses pesquisadores, confirmado pelo estudo de numerosos ant{gg
nos (110), mostrou que o motivo antigénico de uma proteina ¢
constituido de numercsos determinantes antigénicos diferertes
entre si e indica a possibilidade de se obter informagdo sG-
bre as estruturas envolvidas na especificidade das proteinas
através o isolamento e estudo de fragmentos contendo apenas
um Unico determinante,

Do acervo de observagdes coligidas no estudo dos anti
genos proteicos ressaltam duas concluses principais:ls) a he
terogeneidade dos determinantes antigenicos de ums molécula
proteica exlge que a pesquisa se restrinja & sistemas consti-
tuidos por: a) um determinante isolado; b) os anticorpos espg
cificos de um unico determinante; 2%) o fato de que a estruty
ra terciaria é de extrema importsncia para a especificidade
sugere que se podera obter informacdes sobre os residucs en -
volvidos nessa especificidade atraves a comparsc¢ac da estruty
ra de fragmentos contendo um wunico determinante, As nossas
pesquisas (11-118), orientadas por essas conclusSes tém como
esc@po final a comparacgidc de estruturas que reagem cruzadamen
te.No presente trabalho relatsm~se as experienciss realizadas
com O fito de verificar a possibilidade de 1solamento, dos sg
ros anti-sOro albumina bovipa de um antlcorpo especmflco de
um tmico determinante antlvenlco, comun As albuminas humana 3
bovira e eguina.



MATERIAL E METODOS

gggiggggg: As sOro~-albuminas humana e bovina (SAH e
SAB) cristalinas, foram obtidas respectivamente da Nut., Bicw
chem. Co e Pentex, Inc. . A s0ro-albumina equina (SAR), crise
talizada § vezes, foi preparada, a partir de sdro de cavalos
normais, pelo metcdo de ADAIR e ROBINSQN, conforme instrugdes
fornecidas por KABAT e MAYRR (120).

intigencs marcados com L radicativo. As SAB e SAR fo-

rem marcadas com ITOL de acdrdo com o método de BANERJEE e
EKINS (121). Ambos os ant{genos marcados, apos passagem por u
ma coluna de "ilonoresin® , continham menos de 1% de 1131 4.
vre e apresentavam uma atividade especifica de 15,000 impul-
sos/minuto/ugl proteina. As contagens foram feitas em um cire
tilometro de pogo Philips.

;gggg¢s5ros. Os imune-soros anti-S54H, anti-SAB e an-
ti SAE foram obtidos de coelhos imunizados de acordo com o se
guinte esquema: nas trés primeiras semanas os animais rece-
biam uma inje¢fo subcutenea semanal de 1 ml de uma misgtura,em
partes iguais, de uma solug¢do salina do ant{g&no ( 20 mg/ml )
e de adjuvente completo de FRHUND (122). Uma semana apds ﬁi
tima inoculagio, administrava-se a ésses animais, durante 3
semanas consecutivas, cada dols dias, uma injeg¢do endovenosa
do antigena (1 mg/ml) precipitado pelo alumen. Os animais e-
ram sangrados a branco, por pungho cardiaca, uma semana apos
a ultima injegdo. Us sOros foram inativados a 560C durante 30
minutos,

fnzimas. Os seguintes enzimss,sob a forms cristelina,
foram obtidos de Sigma Co.: pepsina, tripsina, quimotripsina,
papalna. A catepsina D, de origem bovina, foi extraida a par-
tir de bagos,conforme as indicagbes de PRESS, FORTIR e CIBRA
(123). As catepsinas D e E de coelho foram extraidas, respec-
tivemente, do bago e da medula ossea désses anirais, conforme
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indica¢des de LAFRESLE e WEBB (124).

Reagentes, Todos os reagentes utilisados, adguiridos
no comércio, salve alguns reagentes especiais, traziam especi
ficagdc de reagentes analiticos. As procedéncias dos TEng el
tes especlais foram as seguintes: Eastman Koddak,di-iscpropil
fluoro fosfato (DFP); dinitrofluorobenzeno (DH-FR). Abbot: io
noresin. Whatman: di-etileminocetil-celulose e cerboximetileca
lulose, ambas com s capacidade de 1 meg/gm. Pharmacia Upsala:
Sephadex (=200, Sephadex (-75,

Precipitacdo em weio liguido. Utilizamos o método de
BLIDELBLRGER e EENDALL, segundo instrugles fornecidss por Kl
BAT e MAYER (120), A guantidade de proteina dos precipitados
fol determinada quer pela tecnica do micro-kjeldahl (125},
quer por tecnicas espectrofotométricas wutilisando o reagente
do biurete (126) ou o reagente de LOWRY (127).

Precipitecao em meio gelificado. As técnicas de imumo
difusso foram realisadas em gel de agar a 1%, em meio salino
isoténico de pH 7,2-7,%. A técnica de difusso simples, unidi-
mensional, fol realizada conforme instrugSes de QUDIN (128) e
a de dupla difusdo, conforme instrug¢des de QUCHTERLONY (129),
As imunoeletroforeses foram realisadas conforme as indicagles
de GRABAR e BURTIN (130), em placas de vidro de 12 x 8 cm,con
tendo uma camada de 5 mm de espessura de agar & 1%, tampio ve
ronal, pH 8,%, us 0,0025, gradiente de potencial 10 volts/cn,
tempo de 1h e 20 m., |

Fixacso do Complemento. As reagles de fixagEo do com-
plemento foram executadss conforme as instrugdes de YAYGR e
colaboradores (131,132),
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» " Y # . . # .
Hemolige passiva, Classificamos & tecnica de hemolise

passiva como direta quando a lise especifica e desencodeads

pela acdo concorrente do complemento e dos articorpos especi-
ficos para o antigeno artificialmente fixado a hematia. Psta
tecrica fol executada conforme as instrugdes fornecidas por
RANGEL e REPKA (116). Classificamos a técnica como  indirets

quando a lise & obtida pela acao de anticorpos anti-globulina
sobre os glébulos sensibilisados com © ant{geno e com anti -
corpos especificos, A téenica indireta fol realizada de acdr-
do com as indicagles fornecidas em RANGEL (118) e em RANGHL e
PERINI (119).

Hemaglutinacdo passiva. A técnica de hemaglutinagio

passiva com hematias taninizadas foi executada de acérdo com
as instrugles de BURDUAS e GRABAR (133).

# e
isolamento dos anticorpos responsaveis pels rpeascio
cruzada entre albuminas. Os anticorpos responsavels pela res-

¢80 eruzada entre albuminas forem isolados utilizando-se os
L4 Id
seguintes metodos de isolamento especifico de anticorpos,

a) - Método de GVENES e SEHON (13%), 0 imuneabsorvern-
te, constituido por SAH, por SAB ou por S54AE, conjugsda ao po-
liamino-poliestireno, fol preparado conforme indicacles dése
ses autores, Cérca de 30 gm (péso Umido) do  imuneahsorvente
h@terélogm eram misturadas com 50 ml de soOro imune e com algy
mas gotas de cloroformio. A misturas era deixada & 379C duren-
te mela hora, com agitag¢so constante, e em seguida, em repou-
so a 02C durante 18 horas, 0 excessc de sdro era decantado e
o imuneabsorvente, colocado em utma coluna cromatogréfica, era
lavado durante 18 h com cérca de dois litros de selugfo sali-
na fisiologica, de modo a que os efluentes apresentessem wis

- " ¢ o . L] 9

densidade otica iguasl ou inferior a 0,020, em comprimentoc de

onda de 280 mu, Os anticorpos, fixados ac imunesbsorvente e-
I et 5 . g T

ram eluidos a 0¢C com tampao glicina-HCL, 0,1¥, pH 1.0, 08 e-
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luatos eram recolhidos a 02C e imediatamente neutralisados, 4
concentragao proteica désses eluatos era estimada espectrofo-
metricamente a 280 mu. Os eluatos com uma densidade otica i~
gual ou superior a 0,200 eram misturados, dialisados contra a
gua distilada, e liofilisados. A fragd3o IgG era isolada dés-
ses anticorpos a partir do material liofilisado, conforme &
indicado abaixo.

b) Metoda de SINGHER, FOTHERGILL e SHAYNORE, A r&agaa
désses &ntigenas com a homoecisteina- -tiolactona, pelo método
de SING&R, FOTHERGILL e SHAYNOFF (135), introdusziu grupos sul
fidr{licos na SAB, na SAH e na SAE. Os anticorpos foram isols
dos, nas condigles descritas por 8sses autores, a partir dos
precipitados sspec{fieos obtidos na equivaleéncia. Apés disso-
ciagﬁo do preciplitado espec{fico a 000 com tampfo HCl-glicina
1M, pH 1,0, © ant{geno era precipitado com reagente mercurial
bivalente e removido por centrifugacdo., O reagente nercurial
bivalente utilisado fol a bis-acetoxi-mercuri-metil-dioxsna
preparada de acordo com as indicagSes fornecidas na publica-
¢ao désses autores. Apés remo¢ao do antigeno, 0s anticorpos 2
ram neutralisados com NaOH 1M, dialisados contra agus distila
da e liofilisados.

¢) Método de AVRAMEAS e col. (136) 0 ant{geno - SAH,
SAB ou BAE - foi polimerizado através o uso de cloroformiato
ou carbo-diimida, de aclrdo com as instrugSes fornecidas pe-
los autores. Os anticorpos foranm ismlados nas condigdes por &
les descritas, diallsados contra agua distilada e liofilisa -

dos,

Us anticorpos liofilisados, isolades por qualquer um
dos metodos, foram dissolvidos em soluglo salina fisioldgica
(20 mg/ml). Apos centrifugagio da solugio, porgdes de 10 ml
foram cromatografadas em colunas (90 ecm x 1,5 cm) de Sephadex
G-200 equilidbrado com salina fisioldgica tamponada com fosfa-
tos 0,05 M, pH 7,4, Os efluentes correspondentes ao plco com
um Kd idéntico ao de imuneglobulinas da classe IgG foram iso-
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lados, dialisados contra agua distilada e liofilisados.,

Nas experiencias relatadas neste trabalho foram usa-
dos sobretudo anticorpos isolados conforme o metodo de QYRNES
e BUHON, que permitiu o isolamento de anticorpos reagindo cru
zadamente com qualquer das albuminas em estudo, Tentati -
vas feitas com o método de SINGER, FOTHERGILL e SHAYNOFF mos-
traram gque a SAE, modificada pela agdo da h-acetil~howocistei
na-tiolactona, ndo precipita com os séros anti-SAB e anti-SAH,

de modo que ndo foi poss{vel obter os apticorpas que reagem
cruzadamente com SAR por este metodo, 0 método de AVRAMEAS e
col. - por ser de elaboragao recente - foi utilizado apenas
em algumas ocasides, A comparagao de anticorpos purificados
em Sephadex G-200, isolados atraves o uso dos métodos acima
descritos, nao revelou a existéncia de diferengas apreciaveis
nas suas propriedades imunaqu{micas.

Preparacao dos complexos soluveis. Os complexos forma

dos entre o ant{geno heterélsgo e 0s anticorpos responséveis
pelas reagdes cruzadas foram preparados a partir dos soros an
ti-5AH, anti-SAB e anti-SAB.fstes imunesdros eram misturados
en proporgSes equlvalentes com o ant{geno heterélogo e, apés
incubagdo a 37¢C por 1 hora, conservados em geladeira por 2k
horas. 0 precipitado especifico formado, correspondente a 1
ml de sdro, era lavado trés vezes com solugdo salina a 00C e
dissolvido em 3 ml de uma solugio do mesmo ant{geno, numa con
centragao correspondente a 10 vezes a utilizada para precipi-
tagdo na equivalencia,

Reagles com antigenos marcados. As manipulagles envol
vendo 0 uso de antlgenos marcados com iodo radicativo foram
realisadas de acdrdo com as instrugSes gerais fornecidas por
FARR (137). A mistura tamponada, contendo s6ro npormal de cog
lho (tampao 8NC), e usada como diluente para o reagente, foi
preparada de acordo com as indicag¢des deste autor,




-15-

Isolamento do fragmento Inibidor (fragwento IH). 0
fragmento IH foli obtido a partir dos digestos da SAH pela ca-
tepsina D de coelho, conforme WEBB e LAPRESLE (108),

Isolamento do fragmento Ei' 0 fragmento F, foi obtido
a partir dos digestos do fragmento IH pela tripsina, conforme
as instrugles de LAPRESLE e WEBB (109).

Preparagio de imuneabsorventes contendo o fragmento
IH ou o fragmento El' A preparagao destes imuneabsorventes foi
realisada por conjugagio desses fragmentos a para-aminobenzil
celulose, conforme WEBB e LAPRHSLE (103) e LAPRESLE e WEBB
(109).

isolamento dos anticorpos que reagem com o fragmento
IH ou o fragmento El’ Esses anticorpos foram isolados,através
0 uso dos imuneabsorventes descritos acima, em condigles simi
lares as indicadas para © isolamento dos anticorpos responsé-
vels pelas reagbes cruzadas entre soro-albuminas pelo método
de GYEKNES e SEHON.

Gromatografia em celulose modificada. As cromatogra-
fias em celulose modificadas (DEAE e CM celuloses) foram reg
lizadas de acOrdo com as instrugdes fornecidas em S0BER et al
(138). 0Os tampOes usados nessas cromatografias consistiam de
mistura de fosfatos primério e secundario de potéssio ou $6-
dio, nas proporgdes exigidas para obtengfio do pH e forga idni
ca requerida pela experiéncia. Para o isolamento da catepsina
D do bago de bovinos foram usados os tampdes indicados por
PRESS, PORTER e CEBRA (123).

Cromatografia em Sephadex. As indicagles de PFLODIN
(139) foram seguidas na realizagio das cromatografias em SE-
PHADEX,

Cromatografia em papel. De acOrdo com as necessidades
» > N [
as tecnicas ascendente e descendente de cromatografia em pa-
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pel foram executadas conforme as instrugOes de LEGETT BAILEY

(140),

Determinagio dos amino-acidos portadores do grupo NH,
terminal. As indicagOes de FRAENKEL-CONRAT, HARRIS e LEVY
(141) foram seguidas para caracterizagao pela tecnica de SAN-
GER (77) dos amino~-acidos portadores do grupamento NH, termi-
nal.

Ultracentrifugacdo analftica. As recomendagBes de
SCHACHMAN (142 foram seguidas na realizagao das experién -
cias de ultracentrifugagio analitica e no calculo das cons ~
tantes de sedimentagao.

Analise guantitativa de amino-scidos. A determinagéo
quantitativa da composigdo em amino-acidos do fragmento IH
foi realisada em aparélho automatico (Auto Technicon,Beckman)
segundo as instru¢des de SPACKMAM, MOORE e STEIN (145).




APRESENTACAQ E INTERPRAZTACAO DOS RESULTADOS

1. RelagSes antigenicas entre as albuminas.

As soro-albuminas humana, bovina e equina ( SAH, SAB

e SAE) possuenm vériaS'propriedades e constantes fisico~qu{mi-
cas similares, permitindo pressupér a existencia de similari-
dades estruturais, implicando em relagdes antigenicas detecté
veis pela ocorrencia de reagoes cruzadas. A primeira parte de
nossas investigagdes foi dedicada ao estudo das relagdes anti
génicas entre essas albuminas com o fito de verificar se exis
tia um notivo antigenico comum a SAH, a SAB e a SAE, e qual o
grau de similaridade antigenica entre a represéntagéo désse
motivo nas diferentes albuminas investigadas.

1.1. REAGOES ENTRE AS ALBUMINAS NATIVAS £ 0S5 IMUNE-SOROS 1AO
PURLFICADOS.

As reagbes entre cada uma das albuminas em estudo e
os imune-soros anti-SAH, anti-SAB e anti-SAE foram estudadas
pela téenica quantitativa de HEIDELBIRGER e KENDALL, por imu-
nedifuséo em gel de agar e por provas de absorqéo especifica,

1.1.1. ReagOes de precipitac3o em meio lfguido.

Os resultados quantitativos das reagdes de precipita-
gdo em meio liguido, obtidos pela téenica de HEIDELBERGER e
EENDALL, acham-se resumidos nas tabelas I, II e ITI.

A inspegac dessas tabelas evidencis que, na maloria
dos casos, 0s imune-soros reagem, em grau variavel para cada
s0ro, com qualquer uma das albuminas em estudo, nfo existindo
paralelismo entre os titulos observados com o antigeno homélg

I d rd
go e os obtidos com 0s antigenos heterologos., Os dados obti-
na zona de excesso de anticorpe, em qualquer dos sistenas es-
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Dados quantitativos referentes as reagdes de prec

LABELA T

servadas entre os soros anti~SAH e SAH, 5AB e SAL

Ant{geno: SAH

B T Y SR LT T TR

»
Antigeno:

2 ' "..-F
Antigeno: SAE

. mg prot |relagao| mg prot |relac¢io| mg prot
sorotanticorpo| molar |anticorpo molar {anticorpo
por ml |AAgmax; por ml por ml
ne 1 4,0 11,2 0,60 0,67
ne 2 6,7 8,6 1,2 1,30
ng 3 3,8 9,0 0,7 0,63
no L 537 - 759 0,56 0,70
nd 5 lD,O 13,6 1,3 1,70

LABELA TT

T PV PR

Dados quantitativos referentes as feagaes de precipit
servadas entre os soros anti~SAB e SAB, SAH e SAE

int{geno: 4B | Ant{geno:
. wg prot |relagado| mg prot

Soro|anticorpo| wolar |anticorpo
por ml |AAgmax| por ml

ne 1{ 2,0 8,0 0,40

ne 2§ 11,4 11,0 1,30

ne 3 7450 1,0 1,10

ne b 3,6 11,0 0,5

ne g L,5 8,6 0,0

A A AR Y AR e Y R

relagio
molar

T M e+ e

R T T P

AR T e S e T Wt

Antigeno:

mg prot
anticorpo
por ml

0,45
1,10
1,20
0,0

. v ) ~
Dados quantitativos referentes as reagoes
servadas entre os soros anti-SAR e SAL,

de precipitacdoc ob-
5AB e SAH

Antigeno: SAE Ant{geno: Antigeno: D AH
. mg prot |relagdo| mg prot |relagdo| mg prot relacao
sorolanticorpo wolar |anticorpo molap lanticorpo ”
por ml Ag max| por ml por ml |AAgmax
ne 1 6,60 13,0 0,02 0,80 50
ne 2f 2,6 7,6 | 0,24 0,38 3,0
ne 3| 12,2 746 1,30 1,10 747
ne k 3,5 9,0 D,17 0,22 1,5
ne § 746 11,0 9,0 2,0 0,0

ipitagao ob~

b v M, ATl o e <oy

relagdo

MAg max

5
WSS

co

i

AGAC Obm-

relagso
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tudados, foram consistentes com a hipotese da existéneia de 1)
ma funcdo linear entre a relagdo A/Ag do precipitado e a gquan
tidade de Ag adicicnado a 1 ml de imune-soro. Admitindo-se um
peso molecular de 70.000 para as albuminas (144) e de 145,000
para a gama~globulina (14%5) e extrapolando-se as relagGes mo-
lares observadas de modo a obter o valor correspondente quan-
do Ag=0, pode-~se concluir que as albuminas possuem cérca de
15 determinantes antigénicos, sendo que apenas alguns deles
(2 a 8) estao envolvidos nas reacgles cruzadas, Essas conclu -
sOes est@o em concordancia com os dados consignados na litera

tura (146).

0 numero de determinantes antigénicos obtidos por ex-
trapolagéo dos dados experimentals tem apenas um valor relsti
vo., A interpretagio de GOLDBERG ao fendmeno da precipitagio
(147), admitindo a existéncia de complexos soluveis em extre-
mo excesso de anticorpo, permite conceber um mimero de deter-
minsntes antigenicos maior do que os encontrados pelz extrapo
lagdo. Por outro lado, pode-se admitir que a combinagao de u'a
molécula de anticorpo com um dos determinantes antigenicos tar
ne estéricamente imposs{vel o0 acesso de outra molecula de an-
ticorpo a outros determinantes antigénicos préximos.

1.1.2. Reagles de precipitacdo em gel de sger.

As reagles de precipitagao entre cads uma das albumi-
nas nativas em estudo e os imune-soros anti-SAH, anti - SAB
e anti-SAE foram estudadas por imune-difus@o, utilisando-se a
técnica de QUCHTERLONY.

A maioria dos sOros examinados por dupla difusdo con-
tra os antigenos homélogos e heterélOgos, apresentou resulta-
dos semelhantes aos esquematisados na Fig. 1. Pode-se obser -
var nessa figura que as relagdes entre o antigeno homélogo e
o heterdlogo correspondem a uma imagem de reagdo cruzada, A
interpretagéo classica dessa imagem postula a existencia de
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Fig.l - Esquema das imagens observadas em gel de agar nas rea
¢Oes do imunedifusdo entre as albuminas e os imune-sdros an-
ti-SAH, anti-SAB e anti-SAE,

dois tipos de anticorpos (148): um capaz de reagir com deter-
minantes comuns aos dois ant{genos e outro capaz de reagir
com determinantes préprios ao ant{geno homélogo. Essa inter-
pretagdo esta de acérdo com os dados obtidos no estudo quanti
tativo da precipitag¢do em meio liquido, indicando que apenas
uma fragdc dos anticorpos presentes nos imune-sorog reagisa

com O ant{geno heterélogo.

As linhas de precipitagdo correspondentes as reagdes
do imune-séro com antigenos heterologos apresentam intensida-
des pratlcamente idénticas e se cruzam, diminuindo porem, sen
sivelmente de intensidade apos 0 cruzamento, Essa imagem suge
re nio s a presenga de anticorpos capazes de reagir com de-
terminantes comuns as trés albuminas mas também de outros 8-
ticorpos que reagem con determinantes presentes apenas em
duas. dessas albuminas: na albumina homéloga e em uma ou ou-
tra das albuminas heterologas. Esta interpretagao, como se ve
ra, foi confirmada pelas proves de absorgdo e3p601fica.
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1.1.3 Reagbes de precipitacio apés absorcio especifica,

As experiencias de absorg@o especifica foram feitas
prec1p1tando 0 imune-soro na equivaléncia com os antigenos ho
molOgo ou heterologo, conforme o caso. A seguir os sOros sb-
sorvidos foram testados com SAH, SAB e SAE pela tecnica de i-
munedifusio em gel de agar e, em alguns casos,pela técnica de
HEIDELBERGER e KENDALL.

Os resultados obtidos nessss experiéncias acham-se re
sumidos nas tabelas IV e V nas quais se podera verificar que:
1) um imune-soro absorvido com o antlgeno homologo n8o mais
reaglu com 0s antigenos heterOIOgos' 2) a absorcdo de um imn
ne-soro com wm dos amtlgenos heterologos diminue © seu poder
Precipitante frente ao antlgeno homologo e ao outro ant{geno
heterélogo; 3) o poder precipitante de um imune-sdro frente
ao ant{geno homélogo encontra~se diminuido apés absorgao com
ambos os antigenos heterélogos.

0 conjunto dos resultados obtidos com as provas de
precipitag@o indica que nos imuneZsdros anti-albumina exis-
Tiam corpos pertencentes a, pelo menos, 3 diferentes tipos de
especificidade:

1 - Anticorpos que resgiram com determinantes presentes ape-
nas na albumina homolcga°

2 - Antlcorpos que reagirsm com determinantes comuns s albumi
na homologa € a uma ou outra das albuninas heterologas-

3 -~ Anticorypos que reagirsm com determinantes comuns as tres
albuminas testadas.

Em consequencia désses achados pode-se admlitir = pre-
senga nas albuminas de pelo menos trés motivos antigenicos di
ferentes (Fig.2):
1 - um motivo antigenico correspondendo a um conjunto de de-
terminantes préprios, aparentemente, de uma espécie de albuml
na;
2 - um motivo antigenico contendo determinantes comuns a ape-




Resultado das reagdes de prec1p1ta%ao, er. gel de agar, dos i-
mune-séros anti-albumina prevismente absorvidos com os antlae
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IABBLA IV

nos homologo ou heterologo

e testado a seguir com S5AH, SAR e

SAR,
<10 Absorgao com SAH|Absorgic com SAB Lbsorgso com SAE
- testado com: testado com: testado com:
#pSorvide| gum | sap | sam| saH | sab | san| san | i | Sim
anti-SAH - - - ++ - + ++ + -
anti-SAB - ++ + - - - + et -
anti-SAE - + ot + - ++ - - -

A intensidade das linhas esta indicada por:

(-) auséncia de precipitago

(+) linha de precmpltagao acentuadamente reduzida em relscho
a reaglo analoga observada ante es da absorgao
(++) linha de precipitac¢do apenas discretemente reduzida em

relagdo a reagao analoga observada antes da absorcgio,




Resultados quantltatlvos das reagoes de pr801p1tagao dos imi-
ne-soros apos absorgado com antlgenos heterologos.
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TABELA V

Yuantidade de anticorpo (mg prot A)

ppt na eguivaleércia com:

Material
o AH SAB AR

§6ro anti-SAH no 63
intes da absorcao 1,00 0,20 2,18
ApSs absorgdo com SAR 0,80 0,0 0,02
Apds absorcdo com SAE 0,83 0,0k 0,0
ApGs absorciio com SAB

e SAR 0,84 0,0 0,0
86r0 anti-SAB no 3:
Antes da absorgdo 1,1 7,0 1,2
ApSs absorgBo com SAH 9,0 6,0 0,25
Apos absorcfio com SAE 0,10 5,7 0,0
Apds absorgdo com SAH

e SAE 0,0 6,0 0,0
80ro anti=-SAE ne 3:
Antes da absorgac 1,1 1,3 12,2
Apos absorcio com SAH 0,0 0,3 11,1
Apds absorgfo com SAB 0,1 0,0 10,8
Apos absorciio com SAB

e SAH 9,0 0,0 11,2




Flg. 2 - Representacao esquemética das relagles antigenicss
entre SAH, SAB e SAE, A localizagao e as dimensSes dos moti-
vOSs antigénicos representados s5o arbitrsrias, 0O motivo antie-
génico comum As albuminas em estudo esta representado pelos
s{mbolos C(H), C{(B) e C(8&).

nas duas das albuminas;

3 -~ un motivo antigenico correspondendo a determinsntes COow-
muns as trés albuminas em estudo. Esta interpretaglo encontra
apoio nos dados obtidos por outrocs autcres (149).

1.2, REACOES DA ALBUMINA EQUINA DESKATIRADA (SAR Dni) COM GS I~
MUNE-SOROS ANTI-SAE, AI\TI-bA_@ g ANTI-SAH.

Estudos com haptenos mostraram que as  res gdes cruzg
das podem ocorrer nic somente com aﬁtlgenos possuidores de de
terminantes idénticos mas também com antlgenos possuidores de
determinantes com certo grau de slmilsridade estrutural. m
consequencia désses achados, duas hipéteses forem  aventadas
para explicar a existercia de reag¢des cruzadas com anblgenos
completos: a hipotese de HOOKER e BOYD (153), admitindo a e
xisténcia de determinantes identicos nos antlgenos que reagem
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cruzadamente, e a hipotese de LANDSTEIKER e VAN DER SHEER (51)
que admite a existencia de uma similaridade estrutural entre
os determinantes désses antigenos.

As experiéncias anteriores evidenciaram a existércia
de um motivo antigénico comum as albuminas em estudo, repre-
sentado esquematicamente pelos simbolos C(H), C(B) e C(E)
quando integrarido a composig8o antigénica de SAH, SAB e SAE,
respectivamente., Nao temos informagdes se esses motivos sdo i
dénticos entre si ou se apenas existe similaridade estrutu-
ral entre eles e, por esta razao os anticorpes capazes de reg
gir cruzadamente com esses motivos serso designados por anti-
C(H), anti-C(B) e anti-C(E), quando provenientes dos imune-sd
ros anti-SAH, anti-S5AB e anti-SAE, respectivamente. Admitindo
se a identidade dos motivos C(H), C(B) e C(E) admitir -se-ia
necessariamente que as reagoOes de qualquer um desses motivos
com 05 anticorpos anti-C(H), anti-C(B) e anti-C(E) teriam i-
dénticas caracter{sticas. 0 encontro de diferengas entre es-
sas reagdes permitiria pressupor a existéncia de diferengas
estruturais entre aqueles motives antigénicos.

Com o fito de investigar a existéncia de possiveis ai
ferengas nessas rea¢des, foram estudadas comparstivamente as
reagOes da SAE nativa e da desnsturada com 08 imune-soros an-
ti-SAB, anti-SAB e anti-SAH ni3o purificados.

le2.1. Preparacio da SAE desnaturada.

A séro-albumina equina foi submetids as seguintes con
digoes: 100 mg de SAE foram dissolvidas em 10 ml de tampao a-
cetato-HCLl, pH 3,5, 0,1 M, contendo 0,8 mM de cistefna. Duas
gotas de cloroformio foram adicionadas a mistura, que foi in-
cubada a 379C durante 15 dias, Apos incubagio, a misturs foi
dialisada contra 100 ml de agua distilada, dursnte 2% horas e
a seguir contra 1 litro de solugdo salina fisioldgica, O con-
teudo finsl do saco de dialise foi rotulado SAE Dn, A agua
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Fig. 3 Hdletroforese da SAE-Dn (faixa superior) e de sOro nor-
mal de cavalo (faixa inferior) em papel de acetato de celulo-
se (Oxoid).

de dialise foi liofilizada, o residuo dissolvido em 5 ml de é
gua distilada fol dessalificado e secado em vacuo., O res{duo,
dissolvido em 5 ml de HCl 6N foi transferido para ampolas que
foram seladas no vacuo e submetldas a 1080C por 18 horsas, 0
contendo destas ampolas, apSs secagem no vicuo, a 4000 foi e-
xaminado por cromatografia de papel, usando-se butanol acido
acético agua ( Y:1:% ) como solvente. Constatou-se apenas a
presenga de acido cisteico ou cisteina, 4 pesquiza de amino- a
cidos portadores do grupo NH, terminal revelou tanto na 35AR
On quanto na 3AS nativa apenas a presenga de 0,8 ml de DIIP~-
cido aspartico por mol de antigeno.

jow 1

l.2.2. Eletroforese da SAE bn.

“

Submetida a analise eletroforetica, em papel acetato
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de celulose, tamp80 veronal pH 8,6, 0,005 M, a SAZ-Dn mostrou
se constitulda de wm unico componente, de mobilidade corres-
pondente a uma alfa globulina. (Fig. 3).

1.2.3. Reagles de precipitacio,

As reagles de precipitagBo entre 5AE-Dn e os sdros an
ti-SAE, anti-SAB e anti-SAH foram seguidas pelas técnicas de
HEIDELBIRGER e KENDALL pela imunodifusao em gel de agar.

Os resultados obtidos pela técnica quantitativa con
un dos soros anti-SAZ examinados s3o mostrados na tabela VI.
Pode~se observar nesta tabela que SAS-Dn fol capaz de remover
fodos os anticorpos dos soros anti-SAZ, inclusive aqueles reg
ponsaveis pela reagio cruzada com SAB e SAH (anti-C(B)). 0
teste dos sobrenadantes mostrou outrossim que SAE-Dn era na
realidade u'a mistura de antigenos, porquanto houve interpeng
tragdo das zonas de excesso de antigeno e de excesso de anti-
COrpo,

Os resultados obtidos por imunodifusdo mostram (Figh)
que SAN continha pelo menos dois componentes antigenicos que
precipitavam com os soros anti-SAR e que ndo precipitavam com
os s6ros anti-SAB e anti-SAH., Nao se observou precipitag&o
com 05 sOros anti-SAB e anti-SAH testados. Misturas em varias
proporgbes désses sGros com a SAE-Dn continuavam a precipitar
com SAS nativa, indicando nao ter havido combinagdo aprecia-
vel entre SAE-Dn e os anticorpos anti-C(B) e anti-C(H).

Us dados experimentais apresentados indicam que ¢ mo-
tivo antigenico C(B) estava presente na SAE-Dn porquanto es-
te antigeno foi capaz de remover todos os anticorpos dos so-
ros anti-SAE, inclusive a fragdo responsavel pelas  reagdes
cruzadas com 3AB e com S5AH. Bste motivo, contudo, se encontra
alterado pela desnaturagso ou existe em apenas um certo nume-
ro de moléculas de SAE-Dn, pois foi necessario empregar-se u-



Resultados quantitativos das reagdes de precipitagdo entre um
soro anti-SAE (nf52) e a SAE nativa ou a SAR-Dn.

Antd-
geno
(mg)

proteinas
totais

precipita

das

proteina
de anti-
COrpo
precipie
tado

SAR
nativo

0,025
0,050
0,100
0,150
0,200
0,300
0,400
0,600
1,000

mg
0,51
0,88
1,58
1,95
2,32
2,56
2,46
1,58
0,37

mg
0,48
0,83
1,48
1,80
2,12

SAE-Dn
0,025
0,050
0,100
0,150
9,200
0,300
0,500
0,600
1,000

0,23
0,42
0,79
1,07
1,35
1,63
1,81
2,10
1,27

0,20
0,27
0,69
0,02
1,15
1,33
1,41
1,50

relagdc| Teste do sobrenadante

sSoro ap
tiw SAE

+ + 4+

+ o+ 4

Vi o+ 4+ 4+ 4+ 4+ o+ +
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Fig. b Reagdes de precipitagdo de SAE nativa e SAN-Dn com os
sOros anti-SAE e anti-SAB.

ma guantidade désse ant{geno cerca de 3 a 4 vezes maior do
que & de SAE nativa para efetuar-se a remo¢ao completa désses
anticorpos., Rsse motivo apezar de subsistir em SAE-Dn, aparen
temente foi incapaz de combinar-se com os anticorpos anti-C(B)
e anti-C(H). De fato, SAE-Dn foi incapaz de precipitar com os
s0ros anti-SAB e anti- SAH, bem como de inibir a precipitacdo
de SAE nativa por éstes sdros.

Estas observagdes sugerem que & reagao C(E) x anti-
C(E) difere das reagSes C(E} x anti-C(B) e C(E) x anti-C(H) ,
fundamentando a hipdtese segundo a qual os motivos C(E), C(B)
e C(H) nao sio identicos., Esta hipotese deve ser acelita com
reservas, pois a despeito de SAE-Dn possuir apenas um  unico
residuo NHE terminal e da analise ds agua de dialise haver de
monstrado ndc ter havido liberag@o de peptideos ou de amlno-a
cidos durante a desnaturagao, a analise imunologlca revelou a
complexidade desse antfgeno, evidenciando a presenga de pelo
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menos doisg componentes antigenicamente diferentes, A natureza
désses componentes e dlscutlvel A inexistencia de outro amie-
no-acido NHQ terminal, alem de 1 mol de acido aspartlco por
mol de albumina, poderia permitir a interpretagdo de que tais
componemtes representassem peptideos ciclicos, A presenga de
tais peptldOS, contudo, assinalada por REICHMANY e COLVIN
(152) nas albuminas bovina e humana, ndo foi confirmada por
HUNTER e MC DUFFIE (153), Os dados existentes na literatura
permitem supor que tais componentes representem diferentes
formas de alterag8o da estrutura tridimensional da albumina,
Em torno de pH 3,9 as albuminas sofrem transformagoes do tipo
N-F, rever51veis (154), sendo que a forma P pode sofrer alte-
ragSes irreversiveis devidas a reagdes varlas, dentre as quais
tem sido acentuadas as reagles de dupla troca entre grupos
dissulfeto (155%), Em condigoes similares as usadas nas nossas
experiencias ocorrem polimerizagdes da molécula da albumina
humana (156), provavelmente devidas a mecanismos semelhantes,

A heterOgeneidade antigénica de SAE~Dn €y, nas expe-
riencias com os sdros anti- -5AE, a presenga perturbpdcra de sp
ticorpos dirigidos contra os motivos antigenicos proprlos de
SAE - podendo levar a fendmenos de co-precipitagao dos anti-
corpos anti-C(E) - representam uma dificuldade importante a
interpretagao das experiéncias apresentadas., Em consequancma,
a hipotese, sugerida, da nZo identidade dos motivos antigéni
cos C(B), C(B) e C(H) deve ser controlada por experienciss
que visem demonstrar que os anticorpos responsaveis pelas rea
goes cruzadas, 1solados, reagem diferentemente com os antige-
nos homologos & heterOLOgos nao desnaturados.

1.3. REACOES ENTRE AS SORCALBUMINAS B E 0S ANTICORPOS ISQLADOS
R bPONSAVLIb PbL AS REACOES CRUZADAS:

Os anticorpos responsavels pelas reagdes cruzadas fo-
ram especificamente isolados dos sOros antl-SAH, anti-SAB e
anti-~bAE, conforme indicado em Material e Metodos, Os anticor
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pos isolados, purificados em coluna de Sephadex G 200, exami-
nados a ultracentrifugagao analitica, apresentavam um Unico
pico de constante de sedimentagdo igual a 6,65 (Fig.5). A imy
‘no-eletroforese essas solugdes apresentavam apenas um unico
componente com mobilidade eletroforética correspondente a IgG
(Fig.6).

1.3.1. ReagOes de precipitacfo em meio 1iquido.

As solugGes de anticorpos purificados foram testadas
contra os ant{genos homélogo e heterélogo. Foram estudadas pe
la técnica quantitative de HEIDELBERGER e KEKDALL.

Em todos os casos estudados os anticorpos purificados
comportaram-se conforme os esquemas da fig., 7., Cérca de QO a
100 % das proteinas totais das solugles desses anticorpos e=-
ram precipitéveis, na equivaléncia, pelo ant{geno homélogoou
pelc ant{geno heterélogo utilisado para o isolamento espec{fg
co désses anticorpos. O outro antigeno heterélogo - conforme
o esperado - precipitava cérca de 10 a 30 % menos proteina de
anticorpo e era incapaz de remover todos os anticorpos. A ané
lise dos sobrenadantes demonstrou que todos os anticorpos pre
sentes podiam ser removidos pela precipitagdo, na equivalén-
cia com o antigeno homdlogo ou com o antigeno heterdlogo que
fei utilizado para o isolamento dos anticorpos.

1.3.2. Reages de precipitacio em meio gelificado,

As reagbes de precipitagao entre os anticorpos purifi
cados e os ant{genos homélogos ou heterélogos foram estudadas
pela técnica de imunodifusdo em gel de agar.

Os resultados obtidos acham-se ésquematizados na figy
ra 8, Im todos os casos examinados observou-se que a linha cop
respondente a reagao do ant{geno homélogo se prolongava para



Fig. 5 - Aspecto & ultracentrifugagio analitica de ume solu-
¢A0 a 5% de anticorpos responsaveis pela rea¢ao cruzada anti
SAB x BAE. Fotografia tomads 40 mirutos depois que a velocidg
de de 35,000 r.p.m. foi atingida. Diluente: NaCl 0,154 tampo-
nado con tawpao fosfato 0,005M pH 7,4

S0l. de anticorpos purificados

!

‘I

50ro normal de coelho

Fig. € - Esquema dos resultados observados imunoeletrofore~
se da solugac de anticorpos responsaveis pela reagao cruzada
anti-ShB x SAH. Gel de agar 1%. TampZo veronal pH 8,%;0,005M
5v/cmé =00 minutos. Na goteira central foi utilizado soro  de
cavalo anti-sdro total de coelho,
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1.9 SAH S4B B SAE
SAB SAT SAR
BAL SAH SAH
1 I 14 1 ] { 1
' 3,2 0,2 ‘ 2,2

Fig. 7 ~ Reacao de precipitac¢do quantitativa entre os anticor

pos purificados (1 mg prot/ml) e os antlgenos homologos (o=e),

0 antlgeno heterologo utilisado para o isolamento désses snti

corpos (o-c) e o outro antigeno heterolOgo (a-a)

& = Anticorpos isolados a partir de s0ros anti-SAH utilisando
se lmuncabsorvente contendo SAB,

B - Anticorpos isolados a partir de uma wistura de sdros anti
SAB utilisando-se imuncabsorventes contendo SAE,

C - Anticorpos isolados a partir de uma mistura de soros anti
SAL utilisando-se imuncabsorventes contendo SAB.

@@

Fig.8 - Esquema dos resultados das reagoeg de precipitacgfo em
gel de agar entre os anticorypos espe01f1cewente purificados
(4) e o antigenc homologo (Ho), o antigeno heterologo utilizg
do para o isolamento dos anticorpos (ﬁt ) e 0 segundo antipe-
no heterologo (Ht )R
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alem do ponto de encontro com a linha de precipitagéo corres-
pondente a reacgdo do antigeno heterdlogo. A interpretagao
classica da figura observada postula a presenga de pelo menos
dois anticorpos de especificidade diferentes: wm especlflco
para determinantes comuns a ambos os antigenos e outro especi
fico para determinantes exclusivos ao amt{geno homélogo. lio
caso presente tal explicagdo ndo se ajusta aos fatos porguan-
to as experiéncias em meio 1iquido demonstraram gue o antige-
no heterologo removeu completamente todos os anticorpos pre-
sentes.,

0 fato do prolongamento situar-se numa zona onde exis
tem complexos soluveis do antlgeno heterologo com os anticor-
pos purificados sugere que tais complexos podenm brecipitar em
presenga do ant{geno homélOgo.

l.3.3. Reagles de prec1p1tacao entre o antigeno homdlcgo e
complexo soluvel formado entre o antlyeno heterclo 0go
08 anticorpos responsaveis pela reacdo cruzada.

Complexos soluveis formados entre os antigenos heteré
logos e cada wm dos imune-soéros anti-SAH, anti-SAB e anti-SAE
foram preparados, conforme indicado em Material e Metodos, e
testados em experiéncias de dupla difusdo com os antlgenos ho
mologos e heterologos.

Os resultados encontrados, esquematizades na fig, 9,
indicam que tais complexos precipitanm esp901flcamente com ©
antlgeno homolOéo, sugerindo a existencia de reagdes do tipo:

C(X) + anti-C(X).C(Y) —> C(Y) + anti-C(X).C(X)
onde anti-C(X).C(Y) simbolisa o complexo formado entre os ali=

ticorpos responsavexs pela reagdc cruzada e o antlgeno hetero
logo C(Y¥),
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Figs 9 - Isquema dos resultados das resgles de precipitagho
entre os antigenos homélogos e o complexo soluvel (C.8) formg
do entre o ant{geno heterélogo e 0s anticorpos reSponséveis
pela reagao cruzada,

A~ C3 formado entre SAB e anticorpos dos séros anti-SaH

B= CS formado entre SAE e anticorpos dos sores anti-SAB

C- CS formado entre SAB e anticorpos dos sOros anti-SAR

A aceitagdo de tal hipotese implicaria na aceitagao
da existencia de avidez maior dos antlcorpos responsaveis pe~
las reagOes cruzadas pelos anﬁlgenos homologos do que pelo he
terologo €, consequentemente, que os motivos antlgenlcos COw
muns as albuminas em estudo ndo sdo identicos.

Afim de verificar tal hlpotese foram realizadass as ex
perlencias abaixo descritas.,

1.3.4%, Reacdes entre complexos soluvels e 0s antlgenos homolo—
£0os ou heterologos.

Complexos soluveis, preparados com antigeno marcado
ou n&zo com iodo radiocativo, foram preparados conforme indicae
do em Material e Métodos, ¢ a segulr foram diluidos de modo
a se obter 2,4 uglAc/ml., {uantidades crescertes de antigeno
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homélogo ou heterélogo, marcado ou ndo com 1131, foram adicip
nados a porgdes de 1 ml de complexo soluvel diluido e o volu-
me completado a 2,5 ml com tampdo SKNC., As misturas foram in-
cubadas a 37¢C, durante uma hora e posteriormente dursnte 18
horas na geladeira, Apés incubag@o adicionava-se s cada wis-
tura 2,5 ml de uma solugao saturada de sulfato de amonio, pré
viamente ajustada a pH 7,2 com hidrdxido de sddio e resfriada
a 00C, As misturas foram deixadas em repousc, em banho de ge-
lo, durante 30 minutos e, a seguir, o precipitado formado foi
separado por centrifugag¢éo a 0¢C, 500 G durante 30 minutos.Os
precipitados foram lavados trées vezes com solugéo tamponada
de sulfato de amonio a 50 % de saturaclo, dissolvidos com al-
gunas gotas de NaCH 1N e o volume ajustado para 2,5 ml com a-
gua distilada. A radiocatividade dos sobrenadantes e dos preci
pitados foi determinada em porgdes de 2 ml, O antigeno, espe-
cificamente combinado ao anticorpe, fol caleulado subtraindo-

se 0s valores achados para o controle apropriado (contendec a-
penas ou antigeno mercado ou C.5. marcado) dos valores achs -
dos para o tubo contendo as misturas reagentes (antigeno mais
complexo soluvel).

A fig. 10 mostra os resultados obtidos quando quanti-
dades crescentes de antlggno nomclogo ou heterologo nao marca
dos foram adicionadas a complexos soluveis formados entre SAR
marcada (I*SAT) e os anticorpos responsavels pela reagao cru-
zada presente nos soros anti- SAB, Pode-se ver gue quantidades
crescentes de I*S4AE sao encontradas no sobrenadante & medida
que aumenta a quantidade de antigeno nao marcado adicionads
ao 31stema. Esses dados indicam que a I*SAR combinada ao anti
corpo é gradualaente substituida pelo antlveno homologo on he
terdlogo ndo marcados, Contudo essa substituigsdo realizou-se
am p?OOOPgOeo dlferentes, gquando se tratava do ﬁntlveno homo-
logo ou do heterologo. Pode-se verificar no exemplo da fig,10

queé para efetuar uma substituicao de 50 7 da I*SAn combinada

necessitou~se de cerca de 1) vezes menos do antigeno homologo,
(54B) do que do heterdlogo (SAR),
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Resultados basicamente idénticos foram obtidos adicio
nando=-se antigenos marcados a complexos soluvels nd3o marcados
(Fig.1l). Ubservou-se uma substituigdo gredual do antigeno
combinado pelo &ntigene marcado adicionado ao sistema, lidta
substitulgdo realizou-se igualmente em niveis diferentes para
0S8 antigenos homélogo e heterélogo.

As experiencias acima indicam gue o ant{geno hom510g0
substitue o antigeno heterélogo combinado aos anticorpos rese
ponsaveis pelas reagOes cruzadas. Afim de obter informagdes
sObre se o antigeno homélogo poderia ser deslocado pelo antie
geno heterélogo, foram realizadas as experiéncias abaixo indi
cadas,

Os anticorpos responséveis pelas reagdes cruzadas com
SAE foram espeeificamemte isolados a partir dos sdros anti-
S4B e purificados conforme indicado em Material e Métcdos.Cog
plexos so}ﬁveis formados entre SAB e ésses anticorpos isola -
dos foram preparados e ensaiados em experiéncias semelhan =
tes a relatada acima com os ant{genos homélogcs e heterélogos.

Os resultados obtidos (Fig.12) mostram que, dentro
das condigOes experimentais usadas, o antigeno heterélogo nao
desloca o ant{geno homélogo.
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Fig. 10 - Reagdo entre o complexo soluvel I*SAE - anti-SAB e
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Figs 11 - Reag8o entre o complexo SAL anti-SAB e T*SAB ou
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Fig. 12 - Reacgdo do complexo soluvel formado entre I*54B e os
anticorpos especificamente purificados, com SAB av SAE,

% Gﬂméz‘meafa




~39-

2. ESIUDO DA REACAO CRUZADA ENTRE SAH, SAB E SA% COM O AUKI-

LIO DE FRAGMENTOS DA MOLFCULA DE SAH.

Os resultados apresentados nos itens anteriores indi-
cam a existéncia de um motivo antigénico comum a SAH, SAB e
BAE e 0s resultados obtidos no estudo das reagSes cruzadas epn
tre SAB e SAR (112) sugerem gue muito provavelmente gsse moti
vo antigénico comum & constituido por varios determinantes di
ferentes entre si. Por conseguinte, afim de obter informagdes
sdbre as estruturas envolvidas nas reagbes cruzadas, torna-se
imperativo: a) o isolamento de fragmentos contendo um  1nico
determinante comum a essas albuminas; b) o isolamento do anti
cCoTpo espec1flco desse determinante.

As experiencias abaixo indicadas foram orientadas no
sentido de verificar se as estruturas presentes em fragmentos
obtidos pela degradagao enzimatica da SAH fariam parte do mo-
tivo antigénico comum a SAH, SAR e SAE e se, com 0 auxilio
désses fragmentos, seria possivel isolar um anticorpo eSpec1-
fico de um unico determinante comum a essas albuminas.

2el. Zstudo de reagdo cruzada entre SAH, SAB e SAE com auxi -
1io do fragmento IH da SAH.

A degradagao da SAH pela catepsina D de coelho da lu-
gar a llberagao de um fragmento designado Inibidor ( fragmen-
to IH), de peso molecular igual a 11,000 (108),

As experiéncias relatadas a segﬁir foram conduzidas
com o fito de verificar se os determinantes presentes nesses
fragmentos estariam envolvidos nas reagdes cruzadas entre SAH,
SAB e SAE,

2+1.1. Reacdes do fragmento IH com 05 £6ros anti- ~SAH, anti~SAB
& anti-SAll e com os anticorpos anti- c(B).

el A m— ———r——— ——
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0 fragmento IH foi preparado conforme indicado em Ma-
terial e Métodos, Os resultados da analise da composigdo de a
mino-acidos déste fragmento foram idénticos aos indicsdos por
LAPROSLE e WEBB (157). As reagSes do fragmento IH com 05 sd-
ros anti-SAl, anti-SAB e anti-SAR e com os anticorpos snti =
C(B) foram estudadas pelas técnicas de difusSo em gel, de fi-
Xagdo do complemento e de hemaglutinagao passiva com hematiag
taninizadas. Os anticorpos anti-C(B) foram obtidos como indi-
cado, a partir dos soros anti-3AB, através o uso de imuno-ab-
sorventes contendo SAL,

Os resultados obtidos indicaram que o inibidor nio
precipita nem fixa o complemento quando misturado, em propor-
¢Oes varlavels, com 0s sOros anti-SAE, anti-SAB e  anti- SAR
© com os anticorpos anti-C(B). Contudo &sses sdros e anticor-
pos foram capazes de hemaglutinar hematias sensibilizadas com
0 fragmento IH (Tabela VII). O fragmento IH & capaz de inibir
parcialmente a reacao de hemaglutinagdo entre os anticorpos
anti-C(B) e hematias sensibilizadas com SAB (Tabela VIII).

Us resultados apresentados Sugerem que 0 fragmento IH
contém uma parcela dos determinantes comuns aos motivos C(H),
C(B) B C(E). Afim de verificar tal hipotese, os anticorpos
dos sOros anti-3 SAH, anti-SAB e anti-SAE capazes de reagir com
0 fragmento IH foram eSpec1f1camente isolados e ensaiados com
as albuminas sob investigagao,

2els2, Isolamento € propriedades dos anticorpos que rengem com
] fravmento IH.

0 1aunoabsorvente, constituido pelo fragmento IH con-
jugado a para amlnoben21lcelulose, fol prepsrado conforme in-
dicado em Material e Metodos, Sste imunoabsorvente foi utili-
zado para 0 isolamento dos anticorpos capazes de Treagir com o
fragmento IH, Os anticorpos serso designados antl—IH(H), antl
IH(B) e anti~-IH(E) quando provenientes dos sdros anti-SAH, ap



~h1 -

LTABDLA VII

Resultzdos des resgbes de hemsglutineg8o entre hematias sensi
billzadas com o fraguento IH e os sOros apti-SiH, anti~-SAB e
antl-uAll e com 0s anticorpos anti-C(B). Titulo expresso pelo
inverso da diluigdo mais alta capaz de hemaglutinsr,

58ro T{tulo
Anti-SAH ne 8 12,800
Anti-SAH ne © 12,800
inti-sfH ne 10 6,400
Anti~SABR nt © 6400
Anti-oAB né 10 6. 5400
Anti-SAB ne 11 400
Anti-SAfk ne 13 100
Anti-oil ne 25 200
ntbi~Sal ne 28 100
Anti-C(B) ( 1 mg prot/ml ) 12,800

TABELA VIIT

Inibigdo pelo Iragmento IH da reaclo de hemaglutinagdo  entre
anti=-C(E) e hematias sensibilizadas com SAB.

L R i e e e i AR 58 A b e g A 3 PR ——— T Ty -

' Inverse da diluigdo soro anti-C(B)
ug fragmento IH| ) C.H,*
%001 83211600(3200| 6400112800

J + |+ + + | + + 0 0
L + + + + + Y] 9] 0
& + + + + + 0 0 2
43 + | + + ]+ e d 0
518 + + + + + 0 0 J
160 + + + + + 0 ] 0
controls las hew
mablias .20 sen- 210 D O 10 9] ) 3
sibilisadas

#Conivate Lo henatins sensibilizadas wels fragmento IH,
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ti-SAB e anti-SALE, respectivamente. Os resultados relatados a
seguir referem-se a fragao IgG désses anticorpos, isolsda por
cromatografia em Sephadex G-200,

Nenhuma reag&o de precipitagfo ou de absorgso do com
plemento pdde ser observada entre os anticorpos isolados e a
SAH, SAB ou SAE ou o fragmente IH. No entanto, como pode ser
verificado na tabela IX, os anticorpos isolados, qualquer que
fosse a sua proveniéncia, hemaglutinaram hematias sensiblliza
das com qualquer destes ant{genos. A comparacgao dos titulos
observados com solugSes de anticorpos contendo idéntica con -
centragdo de protelnas totais evidencia que o tftulo obtido
varia com a proveniéncia do anticorpo e com o antigeno gsensi.
bllizafddo a hematia., Para os anticorpos anti-IH(H) e anti-
IH(B) os titulos mais altos foram observados com SAB e SAH e
0s mals baixos com SAE e IH. Para os anticorpos anti-TH(E)os
titulos mais altos foram obtidos com SAE e os mais bsixos com
SAH, SAB e IH.

IABELA_IX

Resultados das reagdes de hemaglutinagdo entre os anticorpos
isolados e hematlas sensibilizadas com SAH, SAB, SAE ou IH.
T{tulos expressos pelo inverso da diluigso.,

vou. morrm.

Anticorpos Hematias sensibilizadas com:
(3,0 mg proteinas totais/ml)| SAH SAB SAE IH
anti-IH(H) 64,000(32,000 | %.000 | 8,000
anti-IH(B) 32,000]32,000 | 4,000 | &%,000
anti~IH(E) 8.,000| 8,000 {32,000 | %,000
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2.1.3. Provas de absorgdo.

Afim de obter informagdes sObre a especificidade dos
anticorpos ilsolados foram realizadas provas cruzadas de absop
¢do. 0 antigeno (SAH, SAB ou SAE) foi conjugado a hematias de
carnelro, atraves o uso da benzidina bis- ~diazotada, nas condi
¢Oes descritas por RANGEL e REPKA (116) e por RANGEL e PERINI
(119). As hematias sensibilizadas eram centrifugadas ( 500 G,
15m a 102C) e 0,1 ml do sedimento obtido era adicionado a
1,0 ml de uma solugdo de anticorpos isolados (3,0 mg de pro-
telnas totais/ml)., Apos agitagao a mistura era incubada a
379C durante uma hora e em seguida a 02C durante 30 minutos e
centrifugada. 0 sobrenadante era ensaiado, pela téenica de
BORDUAS e GRABAR, contra hematias sensibilizadas com SAH, SAB
ou SAH.

Os resultados obtidos nessas experiencias acham-se a-
presentados na tabela X, Pode-se verificar nessa tabela que
os anticorpos isolados na3o foram removidos completamente du-
rante a 1% absorg&@o senao pelo ant{geno homéloga. Nessas cone
digles os antigenos heterélogos removeram apenas parcialmente
ésses anticorpos. Apds trds absorgSes consecutivas, nas condi
¢Oes descritas, os ant{genos heterdlogos removeram completa -
mente os anticorpos isolados,

Os dados apresentados sugerem gue existem diferengas
entre a reagio homdloga e as reagBes heterdlogas dos anticor-
pos anti-IH. Nas reag¢des cruzadas apenas uma determinada pro-
porgdc désses anticorpos estaria combinada ao antigeno, en-
quanto gue na reagao homéloga préticamente a totalidade dos
anticorpos presentes estaria combinada. Esta interpretacdo inm
plicaria na existéncia de diferentes constantes de equilibrio
para reagdes homologas € para heterologas. se essa interpreta
¢80, for veridica as reagbes désses anticorpos com o antigeno
homologo 80 podera ser inibida por concentragdes relativamen-
te altas do ant{geno heterélogo.




'Resultados das proyas de absorgédo dos antlcorpos isolezdos

Lkl

TABELA X

por

SAH, SAB ou SAE. Titulos- expressos pelo inverso da diluigro-
observados nas reagGes de hemoglutinag¢do passivae entre os sn-
ticorpos isolados e hematiss sensibilizadas com SAH, SAB
- S4E ou fragmento IH.

Anticorpos

(concentracdo inicial:
3 mg prot.totais /ml

T{tulos obtidos com hematias sensibi
lizadas com:

ou

SAH SAB SAE 18

Anti-TH(H)
a) antes da absorgdo 64,000 32,000 4,000 8,000
b) apos a absorgdo com

SAH 0 0 0 0
c) apos 2 absorgac com

S4B %00 430 400 400
d) apos a absorgao com

SLL 1.600] 1.630 1.600 800.
e) apos 3 absorgles

com SAB ou com SAE 0 0 Q 0
Anti-IE(B)
a) anfes da absorgio 32,000 32,000 4,000 4,000
b) apos a absorgdo com ,

5 400 430 400 %00
¢) apos a absorgac com

S4B . 0 o) ) 0
d) apos a absorgao com

SAL 1.600] 1.600 1,600 800
e) apos 3 absorgoes

com SAB ou SAR 0 J 3 o
fnti-1H(E)
a) anges da absorgdo 28,000 8,000 | 32,000 4,000
b) apos a absorcao com

SAH 800 500 1,600 800
c) apos 2 pb;@rgao com

SAB 800! 1,600 | 1.600 400
d) apes absorgao com

n.u*.i"# 0 J Q 0
e) apos 3 absorgles

com SAH ou com SAB 0 3 J ;
Nota: os ﬁltulos eXpressos como 0 lndlcam ausencia de hema-

glvtlnagao nas reagoes do anticorpo diluldo & l 50.
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2.1.% Reagdes de inibicdo da hemaglutinacio.

As reagGes de inibigdo da hewmaglutinagio foram reali-
zadas, conforme indicagdes de BORDUAS e GRABAR (133), utilizan
do-se as solugles de anticorpos isolados acima ensaiadas, A=
liquotas de 0,25 ml dessas solugdes diluidas a 1/500 forsm
misturadas a 0,25 wl de diluigdes crescentes de antigeno e in
cubadas a temperatura ambiente durante 1 hora. A segulr adi -
cionava-se a cada uma das misturas 0,05 ml de suspenszo de hg
matias sensibilizadas com um dos antigenos.

A inspegao da tabela XI, onde s80 apresentados os re
sultados da inibig3o por SAH, SAB ou SAR das reagles de hewa-
glutinagao entre os anticorpos anti-IH(B) e os virios ant{ge—
nos em estudo, mostra que as reagdes entre éstes anticorpos e
gualquer um dos antigenos (SAH, SAB, SAE ou IH) foram igual-
mente inibidos por 12,5ug de SAB (antigeno homologo). Ko en -
tanto uma quantidade de 32 vezes maior de qualguer dos mntigg
nos heterdlogos (SAE ou SAH) foi incapaz de inibir a reacdo
desses anticorpos com o ant{gene homélogo. Resultados basica-
mente identicos foram obtidos nas experiéncias em gue os antl
corpos anti-IH(H) e anti-IH(E) foram utilizados: as reagdes
homologas ou heterdlogas foram inibidas por 12,5 ug de ant{gg
no homdlogo mas as reagdes homologas ndo foram inibidas por u
ma concentragdo 32 vezes maior dos ant{gemos heterélogos.

Os dados obtidos nessas experiéncias fornecem argumen
tos em apdio da interpretagio dada aos resultados anteriores
(2.1.3), favorecendo a hipotese de que os determinantes de
SAH, BAB e SAE envolvidos nas reagdes com os anticorpos isola
dos ndo sdo identicos. O fragmento IH contem dois dos determi
nantes da SAH (108) de modo que é altamente provavel que anti
corpos pertencentes a doils diferentes grupos de especificida-
de estejam envolvidos nas reagles entre os anticorpos isolados
e as albuminas em estudo.
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LABLLA X

b WA

Inibigao, peloswantfgenos homélogo cu heterologos, da reagio
de hemaglutinagao entre anticorpos anti-IH(B) e hem~tias sep
sibllizadas com SAH, 3AB ou $AE. Resultados expressos
menor quantidade (ug) de antigeno capaz de inibir completa -

mente a reagao,

pela

Antigeno Hematias sensibilizadas com:
SAH SAB SAR
SAH 100 Yoo 100
SAB 12,5 12,5 12,5
SAR 100 %00 50
Fragmento IH 100 400 25

24241, Reagdes do fragmento Fy com anticorpos

presentes nos
s0ros anti-SAH, anti-SAB e anti-SAR. “

O fragmento IH foi submetido a aglo
fragmento Fl fol isolado désses digestos de acordo com as ing
dicagles de LAPRESLE & WEBB (109). As reacbes do fragmento K

da tripsina e o

com 05 sOros anti-SAH, anti-SAB e anti-SAR e com os antieor -
pos isolados déstes soros através o uso do fragmento IH foram
estudadas pelas tecnicas de imuno-~difusdo, fixagdc do couwple~
mento e hemaglutinagdo passiva com hemstias taninlzadas e sen
sibllizadas com SAH, SAB ou SAE,

Nenhuma reagéo de precipitagfio ou de fixaglo do com~
plemento pode ser observada entre o fragmento Fl e 08 SOT0s
anti-SAH, anti-SAB ou anti-SAE ou os anticorpos isolados, I-
gualmente néo fol possivel observar-se a reagio de hemagluti-
nagao entre ésses anticorpos e hematias serisibilizadas com ©
fragmento F,. Aparentemente esse fragmento nao se adsorve a
sup@rficie de hematias taninizadas.

BT RTEGEr IR B & FRA -
WiV WRSTDA L DR O R B FE

SHiblioteca Cantrasl
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0 fragmento IH & capaz de inibir parcialmente as rea-
¢Oes cruzadas entre os anticorpos isolados anti-IH(B) e hema=
tias sensibilizadas com SAH ou com SAF ( Tabela XII).

flsses dados permitem concluir gue o fragmento Fl conw
tem apenas uma parcela dos determinantes envolvidos nas rea-
¢Oes dos anticorpos isolados com SAH, SAB ou SAE.

TABSLA XIT
Inibigao pelo fragmento F, da reagéo de hemaglutinagdo entre

= ¥ # . + ) 2 ol -
anticorpos anti~-IH(B) e hematias sensibilizadas com SAH ou
com SAX,

Quantldad s minimas de antl-IH capaz de
Guantidade de Fl ) reagir com: .
(ug) bAH SAE
) O 2 l 6
5 0,8 6,k
10 1,6 12,8
20 3,2 25,6
40 6,4 25,6
80 6,k 25,6
160 6,k 25,6
2.202 Isolamento ¢ propriedades dos anticorpos que resgem ¢om
o fragmento F,.

0s anticorpos dos sdros anti-SAB capazes de  resagir
com o fragmento Fl foram isolados atraves o uso do imunoabsor
vente constituido por este fragmento conjugado a para-smino -~
benzil-celuvlose, nas condigles indicadas em Material e Métodos.
Us anticorpes isolados - designados antie- Fl(B) -~ eram consti
tuidos por imunoglobulinass da classe IgG (Fig. ).
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Os anticorpos antinl (B) nao precipitaram e nfo fixa
ram complemento quando misturados em proporg¢ces varizveis com
SAH, BAB, SAE ou IH. Contudo ésses anticorpos hemsglutinaram
nematias sensibilizadas com ésses anﬁigeﬁos (Tebela XIIT),.

ABELA XIIT

[t el ot e S el

Reagbes de hemaglutinag@o passiva entre anticorpos anti-Fl(B)
e henétias sensibilizadas com oA, SAB, SAE ou IH.

Anticorpe SAH SAB SAR IH
Anti—Fl (B) , " .
3 mg/ml 250 600 51.2\)0 6. 20 6. 20

0s titulos observados variaran conforme o ant{geno u~
tilizado na reagfo, o entanto, ésses anticorpos puderam ser
completamente removidos apds 3 absorg¢les consecutivas com SAH,
SAB ou BAE conjugsdas s hemétias, nag condi¢les descritss em
paragrafo anterior (2.1.3), indicando que a especificidnde dés
ses anticorpos ¢ comum &s albuminas em estudo.,

O complexo formado entre SAB e os anticorpos anti -
Fl (B) foram estudados por ultracentrifugacdo anslitica. Uma
solugdo do amti-Fl(B) (10 mg/ml em NaCl 0,15 M tamponado com
fosfatos 0,005 M pH 7,4) foi misturada em pertes igusis com u
ma solugho de S4B (1,8 mg/ml) no mesmo diluente, A mistura,ip
cubada a 37¢C durante uma hors ¢ a segulr nz geledeira por 2
horas, foi analisada em celuls setorial simples a 52,640 rpm,
A analise dos resultados obtidos revelou nessas misturas a
presenga de dols componentes: um com constante de sedimenta -
¢do igual a 6,68 - correspondente a IgG livre - e outro  com
constante de sedimentagdo igual a 7,78, A semi-area do 10 cou
ponente correspondeu a 0,7 da semi-area do itmico componente
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cbservavel na solugic (5 mg/ml) de snticorpo anti-TF; (B).Dés-
te modo pode-ge concluir gque 3,5 mg de anti- Fl(B) encontravea
se em estado livre na mistura examinada. Como nessa misturs
nao se evidenciou a presenga de Ag livre pode-se admitir que
todo o antigeno (0,8 mg) encontrava-se combinado a 1,5 ng de
anticorpo, constituindo o componente de constente de sedimen-
tagao igual a 7,7S. Este componente representaria por conse -
guinte o complexo de formula A.Ag, indicando assim que wesno
e excesso de anticorpo apenas um tnico determinante gstavea
envolvido nas reagles entre SAB e anti-F, (B),

Fige 13 ~ y Aspecto a ultracentrlfugagao rralitica de uma golu-
¢do a 3 % de anticorpos snti- 1 (B). Fotografia tomada apds 30

minutos decorridos desde que a ve1001dade de 52,640 r,p.m.foil
atingida, ‘
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DISCUsSAo

A maioria dos sOros anti-SAH, anti-SAB e anti-SAB exa
minados foram capazes de reagir cruzadamente com as albuminas
heterdlogas ensaiadas. (Tabelas I1,I1,III). Apds a precipita -
G20, na eguivalencia, com um dos antigeros heterélogos, a ca-
pacidade déstes sOros precipitarem um segundo antigeno heterd
logo achava-se substancialmente reduzida (Tabela V) indicando
que a maior parte dos anticorpos que reagiram cruzadsmente e-
ram espec{ficos de um motivo antigénico comum as trés albumi-
nas. A existencia désse motivo antigénico comum acha-se con -
firmada pelas experiéncias com anticorpos especificamente isg
lados com o auxilio de imuno-absorventes contendo o ant{geno
heterélogo. fsses anticorpos precipitaram tanto SAH, como SAB
ou bAR, confirmando que a maior parte da sua especificidade
corresponde a um motivo antigénico comum a SAH, SAB e SAE,

Nao se pode inferir, dos dados de precipitscgdo quanti
tativa, a extensao das sewmelhangas estruturais entre as pPro=
tefnas em estudo. A extrapolagic das relagbes molares A/Ag no
precipitzsdo especifico permite concluir gue, em grende exces-
so de anticorpe, nas reagSes homologas, céreca de 8 a 15 wolé-
culas de anticorpo se combinam com uma molecula de ant{geno.
Nas reagbes cruzadas apenas cérca de 2 a 8 mol. de A se combi
nam a 1 mol, de Ag. fsses dados porem nfo permitem concluir
sObre a extensdo das semelhangas estruturais, pelas seguintes
razdes:

1 - A extrapolagso foi realizada admitindo-se a validade do
modélo matematico de HEIDELBERGER e KENDALL psra interpreta-
¢ao do fendmeno da precipitaclo especifica. Admitindo-se o mo
délo de GOLDBERGER (147) pode-se imaginar uma relagio molar
maxima A/Ag bem maior do que as encontradas, porquanto admite
~5¢ que parte dos complexos formados nessa zona s30 soluvels,

A existéncia désses conmplexos soluveis tem sido assinslada
(158);

2 - Pode-se supor que, em razac de um impedimento estérico,
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a combinagdo de uma molécula de anticorpc com wum determinan-
te exclua a possibilidade de combinagio de outra moléculs de
anticorpo com detersminantes visinhos. Désse modo a relaggo ma
xima A/Ag representaria a média de combinacdes estericemente

p0331ve15,

3 - As estruturas que integram o determinante antigenico re-
presentam apenas uma fraggo das estruturas do nnt{geno. A e-
xisténcia de determinantes internos (159) e a alteragfo ds es
pecificidade de um antmgeno consequente a alteracsc de sua es
trutura tercisria (92) sio exemplos indicadores da existencia
de extensas regides do antlgeno nativo inacessiveis 20 reco -
nhecimente imunolégico,

As experiéncias com anticorpos especificamente puri-
ficados mostraram que esses anticorpos eram mais avidos do 2n
t1geno homologo do que do heterdlogo. sfetivamente, em expe-
riéncias de imunodifusioc, as interag¢des désses anticorpos com
oS aptlgenos homelogo e heterologo afligurarar-~-se como ss de u
ma reagio cruzada. A interpretagdo deésse fato ydiante dos re -
sultados das provas de absor¢ao, conduz a ncezt@gao de exis -~
téncia de reacgtes de precipitacgso entre o antlgelo howmologo e
o complexo soluvel formado pelo antlweno heterologo € 05 anti
corpos responsavels pelas reagles cruzadas. A existércis des-
sas reagtes, comprovada pelss experiéncias de imunodifusdo
(1.3.3.), indica que num sistema, constituido por antigeno ho
mologo e complexo soluvel formado entre 0 avtﬁgeno heterélogo
e 03 anticorpos re¢ponsaveis pela reacgdo cruzada, ocorrem rea
¢Oes de substituic¢ao como indicado abaixo:

CX) + C(W)eantivC(X) wm—p C(YV) + C(L)oanti-c(X) (1)

onde C(X) e C(Y) representam os antigenos homdlogo e heterslo
g0, respectivamente, 0 uso de antigenos marcados permitiu ileY:]
trar que a adigdo de um antigeno ao complexo soluvel formado
entre esse mesmo antleeno € 0s anticorpos resgonsn velis pelsa
reagao cruzada resulta sempre na substituicdo de uma parte do
antlgeno combinado ao anticorpo por moleculas do artlgero adi
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clonado. A substituic¢do do amtlweno combinado ao anticorpo pe
lo antigeno adicionado ao sistenma reallzou—se, con%udo, em nL
veis diferentes para os antlgenob hoﬁologo e neterologo, suge
rindo que as constantes de equilibrio das reagdes homﬁlogas
reprebenLadaa em (II) diferem significantemente das reag¢Ses
ﬂeterologds representadas em (III)

C(X) + anti-C(X) T= C(X).anti=C(X) (11)
C(Y) + anti-C(X) = (C(Y).anti-C(X) (IT1)

A comparagﬁo dos dados obtidos nas experiéncias com
08 antlvemoo homologo & neterologo pePglt@ admitir que a rela
¢ao de magmltude entre essas constantes & de tal ordem gue a
reagdo (I) & prdtlcamente irreversivel, Im apdio dessa concly
sdo as experiencias (1.3.%) mostrapam que, dentro das  condi
¢Oes usadas ndo ocorre a substituigdo do autlg eno homologo pe
1o heterologo.

A existencia de diferengas mensuraveis nas reagles
(II) e (III) e a irreversibilidade aparente da reagdo (I) e
ma indicagao pondbravel em favor da hlpote ¢ de que s moti-
vos C(H), C(B) e C(B) ndc s3o idénticos. Dsta hipdtese permi-
te interpretar satisfatoriamente os resultados das experien -
cias realizadas com SAL-Dn. fiste ant{geno foi capaz de rewo-

ver, dos sOros anti-sAf &y 08 anticorpos gue reagiam cruzadamep
te com S5AB e com SAE (anticorpos anti-C(®)) e no entanto apa-
rentemente, fol incapaz de reagir com os anticorpos presentes
nos sOros anti-SAR e anti~SAH que reagiasm com SAR (anticorpos
antl-C(B) e anti-C{H),respectivamente,) 0 fato de que foi ne-
cessaria uma dose de SAE-Dn cérca de 3 a 4 vezos malor do que
a de SAE nativo para remover os anticorpos anti-C(E) pode ser
interpretado como uma indicagdo de gue o motivo C(E), na
SAE-Dn, tinha uma reduzida capacidade de conbinagdo com 0s ap
ticorpos. Hsta alteraglo do motivo C(E) terisa acarretado ums
redugdo acentuada das reagbes cruzadas a niveis aguem da senw
sibilidade dos metodos empregados para a sua detecg%o, devido
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ac fato dos anticorpos anti-C(B) e anti-C(H) serem menos svi-
dos do antigeno do que os anticorpos hoxolavos (anti-~C(8)).

Os anti-sbros antie ~5AH, anti-SAB e anti-5A% contem an
ticorpos capazes de reagir com o fragmento IH, isolrdo a2 par-
tir de 5AH. Us anticorpos anti-C(H), anti-C(8) e anti~C(8),eg
pecificamente isolados, foranm igualmente capazes de reagir
com O fraguento IH. Contudo éste fragmento fol incapaz de ini
bir completamente as reacgdes désses anticorpos com a SA4, in-
Gicando assim que os determinantes bresentes naquele fragmen-
to representam apenas uma parcela dos determinsntes gue come
pSem o motivo antigénico comum a SAH, SAB e SAL. Essa conclue
sdo e coerente com o fato de que os anticorpos especificos dos
determinantes presentes no fragmento IH ( anticorpos anti-IH)
diferem, nas suas propriedades, dos anticorpos anti-(, Ambos
035 anticorpos, especificamente isolados e purificados, sfo rg
presentados por imunoglobulinas da classe IgG. Contudo,enquan
to os anticorpos anti-C precipitavam em presenga de SAH, SAB
e SAE, os anticorpos anti-IH ndo precipitavam nem {ixavam com
plemento em presenga désses antigenos. 4 precipitagfo e a fi-

xagdc de complemento s&o fendmenos que dependem da formagio de
wna rede A/AG (lattice), cuja constituigdo implica na intera-
¢30 de antigenos multivalentes com anticorpos bivalentes (Cf,
120). A auséncia de precipitacgao tem sido atribuida a existén
cia de anticorpos incompletos e de antlgeuos com um mmero de
valéncias incompativeis com a formagao de uma rede. Im confop
widade cow essa interpretagao, SAH, SAB e SAE funcionsriam co
mo antlgenos multivalentes en relagao aos antlcorpos arti-C
Como antlg»nos uni ou bivalentes em relacdo aos antICOPDOa an
ti-IH. As experiéncias de WABB e LAPRESLE (108) mostraram que
o8 anticorpos anti-IH, isolados a partir dos sdros anti-SAH,
reagem com dols determinantes de albunina nativa. Em concor-
dancia com sses achados, as experidncias relatadas ( 2,1.2 )
mostraram que as reagﬁﬁs entre SAH e 05 anticorpos anti- -IH, 1
solados a partir dos sOros anti- ~5AH, anti-SAB ou anti-SAi e-
ram parcialmente inibidos pelo fraguwento Bl’ indicando que pe
1o menos 2 determinantes estio presentes no fragmento IH.
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Com o auxilio do fragmento Fl foi possivel isolsp-se
dos sOros anti-SAB um anticorpo capaz de reagir com SAH, SAB
e S5A7, flsse anticorpo, representado por imunoglobulina da clag
se IgG, podla ser completamente absorvido por S5AH, SAB e SAR,
e ndo precipitava e ndo fixava o complemento guando em presen
ca desses antlgenos. A analise 2 ultracentrifugagio da mistu-
ra em um excesso désse anticorpo com SAB evidenciou =a presen-
ga de dols componentes, um com constante de sedimentagio i=
gual a 6,65, correspondente a IgG livre, e outro com constan-
te de sedimentagao 1gual a 7.75 correspondente ao complexo de
formula A, Ag (2.2.2), fsses dados indicam que ésse antzcorpo
anti-F, (B) e especifico de um dnico determinante comum a SAB,

SAH e 5Ab.

A incapacidade dos anticorpos anti~IH e anti- Fl preci
pltarem os antlgenos em estudo ou fixarem o complementc QU=
do em presenca desses antlgenOb limitou sobremaneira a obten-
g&o de dados quantitativos sdbre as reagGes désses anticorpos,
Us dados semi-quantitativos obtidos pela hemaglutinagdo passi
va mostraram que, para uma mesma concentragao aparente de sn-
ticorpos, o titulo varia conforme o antigeno utilizado na sen
sibilizagao dos globulos seja homologo ou heterolovo. Os tltu
los foram sempre mais altos com hematias sensibilizadas com o
antigeno homologo 4o que com © hete?ologo. fm correspondencia
com &sse fato, pequenas quantidades de antlgeno homologo ini-
biam completamente as reagdes homologas e heterologas, 20 pag
50 que uma quantidade 32 vezes maior de antigeno hetero?vvo e
ra lncapaz de inibir a reacio homologa (2 s1.%). 0 paralelis-
mo entre eésses dados e as observagdes realizadas com comple -
xX0s soluveis (1le3o4) sugere fortemente que os determinantes
presentes em IH e comuns a SAH, SAB e SAE, ndo s3o idénticos,
Todavia, a técnica utilizada para obtengdo désses dados apre-
senta dois inconvenientes principais: 1¢ a labilidade da U=
nido entre o Ag e a hematia taninizada, permitindo a presenga
de antzgeno livre capaz de interferir nos resultados da hema-
glutinagao; 22 auséncia de informagdes quanto a quantidsde de
anticorpo combinado ao ant{geno fixado a hematia, Embora es-
tas restrigtes néa invalidem os resultados obtidos cowparsti-
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vamernte, ¢ obvia a necessidade de informs¢les soObre as guanti
dades de antm@eno ¢ anticorpo envelvidas naguelas reagles.

Com o fito de estabelecer wum méetodo cepaz de fornecer
dados quantitativos sObre essss reagoes, foi desenvolvida a
téenica da nendlise passiva indireta (118-11°9), Os resultados
inleials mostraram que hematias sensibilizadas com SAH,B8AB ou
BAL, de modo a serem igualmente susceptlvels & lise quando
submetidas a 8gac de uma gquantidade idéntica de anticorpo ho-
mologo, reagem diferentemente com um. soluggo de ant1~v (B)
(Tabelas ATV). Prente a hematias sensibilizadas com SARE f01 rg

LABELA XIV

Qugntldade (mug N A) de anticorpo necessaria » lise ,de 504 dos
glohulos sensibilizados com SAH, SAB ou B5AE, pela técnica de
herclise passiva indireta (118).

R - R I AR i MO L 1 A S s g . s ALY ML S S S e B W mee S e e e |

+ .

Hematiasg sen51b1114ada comse

Anticorpos . o -
Tl SAH ! SAB SAE

[ S 0 e i S e s s ,i,.. T e S
Imunumaoro hamologo
(antl”bﬁﬁ, antlquB,
ou anii SAE )

NGO
D
9]

i i T s N R " N —

fnticorpos anti-IH(R) 10 G 63

L AN . o TN e

cesserio utilizar-se ums comcentragéo desses anticorpos céres
de 7 vezes malor do (jU€ a necesssirisa puora produzir um  efeito
CO@pdfﬁVOl a0 abservado com hematiss sensibilizadas com SAB,
Como ésses anticorpos podem ser completamente ﬁbsorv1aos por
hematias conjugadas a SAE, os dados observedos gd podem  ser
inverpretados admitindow-se Gue, nas condig¢des da prova, spe -
nas uma propor¢ic dos anticorpos presentes se comwbina & SAH,

fsses dados Sugerem gque ¢ determinante rl, presente na SAB
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(determinante Fl(B)) nfo e idéntico so deterninante correspon
dente da SAG (determinante Fl(”)). Resultados em andarenta su
gerenm que o determinante Fy (H), da SAH, também ndo é idértico
aF (B)

U conjunto dos resultados obtidos permite coneluir
que nas albuminas em estudo existe um motivo antigenico conmum,
designado escu@matlcamente por C(H), C(B) e C(H) quande per-
tencentes a estrutura antigenica de SAH, SAB e SAE, respectie
vamente. Os motlvos C(H), C(B) e C(I) ndo sio iddnticos e pog
suem vArios determinantes diferentes entre si. fssas coneli-
sCes sio coeremtes com as informagﬁew existentes sCbre = egs-
ththa primaria das proteinas., 4 andlise da sequéncis de aml
no-acidos de algumas prote1na5 mostrou gue nado existem repeti

¢Oes de estrutura ao longo da cadeia polipeptidica., Deste mo-
do seria altamente lm;rovavel a existencia de dois detarn¢ran
tes iguais numa mesma molecula protelca nos casos em que, CO-
ro nas albuminas (153), esta molécula ¢ constituida por uma
tnica cadeia pOilpeptldlCa. Por outre lado a COBPATAGAQ de
estrutura de uma protefna isolada de uma @mpECle aniwsl com a
estrutura da mesma proteina isolada de esp901es diferentes
mostrou a existencla de zonas de similsridade estrutural relg
tivamente extensas (160). £ de se esperar que as seguenciss
de amino-acidos das soro-albumlnas huwana, bovina e equina

comportem igualmente varias zonas com 1d0Ltldada estrutursl,

Contudo, em razio das dlfarcngas obvizmente existentes nas eg
truturas pricaria e secundaria desses protelnas, seris impro-
vavel a existencia na configuragao tridimensional desses pro
telnaw, de regifes com estruturas idénticas. Por conseguinte

& 1mprovave1 O encontro de determirantes idénticos em pra%ala
nas pertencentes a es pec1es aniwkais distintas,

A complexidade do motivo antigénico conum as albumie-
nas em estudo requer que a area de inves stigagdo se restrinja
20 estudo de um tmico determinante antigenico por vez. A pos=-
sibilidade désse estudo enconira-se facilitada pelo isolamer=
to do fragmento Fl e do anticorpo ﬂntluﬁliﬁ) Para que se pos
saw realizar comparagbes de estrutura do determirsrte Fl (B)
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com os determinantes Fl(H) e Fl(E) torna~se necessario o iso-
lamento de fragmentos, de baixo péso molecular, contendo &s-
ces determinantes. Trabalhos ew sndsmento indicem = possibili
dade de isolamento de tais fragmentos. O estudo comparstivo
das reagdes entre o ariticorpo isolado e &sses fragmentos ou
2s albuminas em investigagdo encontra-se facilitado pela téc-
nica da hemdlise passiva indireta, 0 baixo péso moleculsr dos
fragmentos representa uma facilidade para o estudo comparati-
vo das estruturas envolvidas nessas reagdes, restringindo as-
sim a desvantagem representada pelo reconhecimento da estruty
ra dos antlgenos nativos,

Us sistemas utilizados no estudo dos determinantes an
tigénicos das proteimas sao complexos., 0s resultados obtidos
utilizando-se proteinas de estrutura conhecida sugerem gue vé
rios determinantes estio envolvidos nas reacles estudades, I-
gual dificuldade tem sido observada no estudo dos polpepti =~
deos sintéticos, Os oligopeptideos, ndo sendo antigénicos se-
nac gquando conjugados a proteinas, apresentam os meswos incon
venientes apontados em relagao acs haptenos (88)., Por outro
lado, os copol1meros antigénicos sdo de estrutursa indeterming
da e contém varios determinantes diferentes entre si., A sig -
plicidade do sistema sob investigagdo - constituido por um U~
nico determinante - permite que se depositem esperancas de
que o seu estudo possa contribuilr para obtengdo de informa -
¢Ges sObre um dos mais fascinantes problemas ds Imunoqulmlca-
& reagho antlgeno ~anticorpo,
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concLuslns

As relag8es antigeénicas entre as sdro-albuminas huma-
na, bovina e equina (SAH, 5AB e SAE) foram estudadas, utili -
zando-se varios meétodos imunoquimicos. Os resultados obtidos
indicam gues

s L PRSI YA SATH
1) Existe um motivo antigénico comum 2 SAH, BSAB e SAE,

2) As representagdes (C(H), C(B) e G(E)) désse motivo entigé-
nico comum ndc sao idénticas nas diferertes soro-albuminas em
estudo.

3) A maioria dos anticorpos que reagem cruzadamente com Cc(H),
C(B) e C(E) sfo mais avidos do antigeno homologe do que do he
terélogO,

%) Nas reagles de precipitacdo em gel de agar ocorrem intera-
¢des entre o‘ant{geno homélogo e 0 complexo soluvel formedo
entre o amt{geno heterélogo ¢ 08 anticorpocs responséveis pe =
las reagdes cruzadas,

5) Em virtude dessas interagdes, nss experiéncizs de imuno-4ai
fusdo, o aspecto das reagOes entre os anticorpos que reagem
cruzadamente (especificamente isolados) e os ant{genos homélg
go e heterélago, assemelha-se ao de uma rez¢fc cruzada (idenw
tidade parcial),

= . hig ¥ M o o o * ) :
€) 0 motivo antigenico comum a SA4H, SAB e SAE €  constituido
2 * N » - -
per varios determinarites diferentes entre si,

7) Pode ser isolado, dos digestos da SAH submetida » aggo  de
catepsina D de coelho, um fragmento - designado fragmento IH
que contém pelo menos dois dos determinantes que compdem o mo
tivo antigénico comum a SAH, SAB e SAE,
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8) Dos digestos do fragmento IH pode ser isolado um segundo
fragmento - designado fragmento Fl - gque conteém um unico dew~
terminante do motivo antigénico comwm a SAH, SAB e SAR,

. . ]
9) As provas reslizadas com os anticorpos isolados atraves o
usc do fragmento Fl sugerem que o determinante da SAH, da SAB
e da SAL que reagem com eésses anticorpos ndo sfo idénticos.

10} O congunto de informagCes obtidas no presente estudo favo
rece a hlpotcse de LAKDSTEINER e VAN DER LR, segundo 8
qual os determinantes envolvidos nas reagdes cruzadas nio sio
idénticos mas apenzs estruturslmente sipilares,
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