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P R E F Á C I O 

"" ESTE TRABALHO QUE APRESENTAMOS COMO TESE AO CONCURSO DA CADEIRA DE 
' Ml CROB I OLOG I A } ) MUNOLOGJ A .APLICADAS, DA FACULDADE\ DE H I G I E~E E SA6DE 
P~BLICA, TEVE "INICIO EM 1951, QUANDO NOS PROPUZEMOS A APLICAÇAO DA Ttc-

- . 
NICA QUANTilATIVA DE FIXAÇÃO DO COMPLEMENTO, · PELO MtTODO.DE WADSWORTH, · 
MALTANER e MALTANER, EM SOROS DE LEPROSOS EM TRATAMENTO. ESPERÁVAMOS 

. , 
ENCONTRAR UMA CORRELAÇÃO ENTR E REATIVIDADE SOROLÕGICA E ESTADO CLINICO 
DO PACLENTE, POIS TRABAL~OS DE V'RIOS AUTORES PERMIT1AM TAL PLANI~ 
FI CAÇÃO. 

DENTRE AS PRIMEIRAS DIFICULbADES ENCONTRADAS, · AVULtAVA A INSTABIL~-
~ t ' . . 

DADE DO ANTIGENO AQUOSO EXTRAI DO DO BACILO DA TUBERCULOSE, · ALIADA A ' . . 
INCERTEZA DE SE PODER REPRODU Z1R ANTIGENOS A PARTIR DO MESMO LOTE DE 
BACILOS DESSECADOS. No ENTANTO, ESTUDOS DE BIER E SEUS ASSOCI~DOS 

INDICAVAM SER O ANTfGENO SOL6VEL . EM Pt~IDINA, · ESJ~VEL, · REPRODUT(VEL " E 
DOTADO DE CAPACIDADE DE R~AÇ~O COM SÔRO DE L~PROSO • 

. Os DOIS GRUPOS DE ANT{eENOS FORAM ESTUDADOS COM A COOPERAÇÃO VALiOSA 
DE PANGOORN, • DO DEPARTAMENTO DE SAÓDE PÓBLI CA DO ESTADO DE NovA ·1 OR9UE E 
COM A COLABORAÇÃO TÉCNICA DE PADRON ,~ ASSISTENTE DA CADEIRA DE QUIMICA 
BIOLÓGICA DA EsCOLA PAUL~STA DE MEDICIN~ E TtCNOLOGISTA DA FAOULbADE 
DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE P.Ão PAULO. 

1 

NA INVESTIGAÇÃO DAS PROPRtEDADES DOS ANTIGENOS TIVEMOS OCASIÃO DE 
VERIFI04R A IMPROPRIEDADE DE CERTOS CONCEITOS FUNDAMENTAIS DO MÉTODO DE 
ALBANY; · OBSERYAÇÕES DA MESMA ORDEM J~ TINHAM SIDO FEITAS POR V~RIOS 
INVESTIGADORES. 0 ESTUDO MAIS DETALHADO DAS CONDIÇÕES EM QUE A REAÇÃO DE 
FIXAÇÃO DE COMPL~MENTO SE PROCESSA, • COM SOROS DE LEPROSOS, · E, · POSTERIOR­
MENTE DE OBSERVAÇÕES SEMELHANTES EM OUTROS SISTEMAS PERMITIU-NOS APRE­
SENTA~ O aitodo das cifvas de isofizaçao PARA A NÍT10A COMPREENSÃO DA 
REAÇÃO. 

'c" , 0 MtTODO " INDICAVA AS CONSEQUENCIAS POSSIVEIS NO USQ DE DIFERENTES 
I . .. I . . 

DOSES DE ANTIGENO PARA DETERMINAÇAO DOS TITULOS DOS SOROS, A SIMPLIFICA-
ÇÃO DA TtCNICA EXIGINDO A APLiCAÇÃO DOS FATÔRES DE CONVERSAO DEU OPORTU­
NIDADE PARA OBSERVA~ A INFLU~NCIA DA QUANTIDADE RELÁTIVA DE COMPLÉMENTO 
FIXADO SÔBRE A INCLiNAÇÃO DA FUNÇÃO LOGÍSTICA, E ESTABEL~CER OS PONTOS 
DE CONTATO ENTRE AS T~CNI.CAS ADOTADAS EM ALBANY E AQUELAS EMPREGADAS 
PELO GRUPO DE HEIDELBERGER. , 

NA COMPARAÇ~O DE ANTIGENOS UTIL~ZOII-SE O MtTODO SEQÜ~NCIAL . DE 
AN~LÍSE DE PARES DE RESULTADOSDE MANEIRA SEM~LHANTE AO M~TODO EMPREGADO - , . . 

NA PADRONIZAÇAO DOS ANTISENOS DE CARDIOLIPINA. 
Ao APRESENTAR AS CONCL~SÔES DESTE TRABAL~0 1 • TEMOS A N(TIDA IMPRESS~O 

QUE .ATUALMENTE ESTAMOS·MAIS PREPARADOS PARA RETOMAR O PROBLEMA PROPOSTO 
EM 1951, C9M O ESTUDO DA REAÇ~O DE FIXAÇÃO DE COMPL~MENTO DE LEPROSOS EM 
TRATAMENTO. 

•) Com ajuda de uma bolsa de estudos da FUNDAÇÃO ROCKEFELLER. 

! ________________________________ ___ 



I N T R O D U Ç Ã O 

A reação de fixação do complemento para a lepra, conhecida como rea• 
ção de EITNER tem sido empregada entre nós, não em rotina hospitalar, 
mas como instrumento de investigação científica. 

Os antígenos empregados têm variado, desde extratos de lepromas até 
frações extraÍdas de bactérias álcool•ácidq resistentes, mas de um modo 
geral, a .reação de EITNER tem se mostrado de valor no estudo da sorolo· 
gia da lepra em suas diversas formas, tendo sido evidenciado certo para• 
lelismo entre reatividade sérica e estado clínico do paciente. 

Neste trabalho apresentamos um estudo sistemático da reação de fixa• 
ção de complemento para a lepra, com a padronização dos diversos elemen• 
tos da reação e com a descrição pormenorizada dos métodos utilizados na 
preparação de antígenos. 

Utilizamos a técnica de fixação do complemento descrita por WADS­
WORTH, MALTANER e MALTANER para os sistemas sífilis e tuberculo­
se. Os result~dos obtidos por êsse método tem se mostrado de gran• 
de utilidade não só no diagnóstico de infecções como para o contrSle do 
tratamento, 

De 1952 a 1953 empregamos o antígeno descrito por PADRON (1952) no 
estudo s6rológico de pacientes do Sanat6rio Padr~ Bento, com a finalida­
de de col~êr informações a respeito da reatividade do sSro do leproso 
durante as diversas fase~ por que passa o doente durante o tratamento 
pela sulfona. 

O antígeno aquoso precipitado era um· passo avante. do antígeno prepa• 
rado simplesmente ·por ebulição em·água destilada de baciios da tubercu• 
lose, previamente tratados pela acetona, segundo o método de.MALTANER. 

O antígeno de MALTANER não só era difícil de se manter como também 
possuía pequeno poder fixador do complemento. O antígeno aquoso precipi• 
tado de PADRON conservava-se melhor e seu título era maior, em presença 
de sSro de lepra que outro preparado da .mesma partida de bacilos, pela 
técnica de MALTANER. 

Desde que antígenos aquosos são difíceis de serem re~roduzidos, foi 
empregada uma ánica partida de antígeno no estudo dos doentes do Sanat6-
rio Padre Bento; os resultados obtidos então puderam ser comparados. Es­
se antígeno, no entanto, era turvo, apresentando parte que se precipita­
va depois de uma sem·ana, quando mantido em geladeira. Propriedades anti· 
complementares apareciam concomitantemente, obrigando-nos ~ fazer sema­
nalmente a diluição do antígeno liofilisado, 

O problema do antíge~ó a ser u~ilizado na sorologia da lepra deveria 
ser re~investigado e por sugestão nossa foi organizado um programa de 
estudos siste~áticos envolvendo a comparação de atividade antigênica, 
métodos de avaliação e a purificação dos antígenos propostos para .as rea­
ções quantitativas de fixação do complemento. 

O presente trabalho investiga as relações quantitativas entre sSro 
de leproso e os antígenos soláveis em piridina. A experiência de BIER e 
ARNOLD (1935) em lepr~, com o antígeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN 
indicava ser solável em piri4ina, o princípio ativo do bacilo da tuber· · 
culose que reagia com s8ro de lepra. 

PANGBORN (1954), seguindo o método de WITEBSKY ET AL • . (1931) para a 
extração dos princípios antigênicos do bacilo da tuberculose, verificou 
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sua solubilidade em água, éter e álcool, O antígeno preparado pelo novo 
m'todo é descrito neste trabalho. 

Ulterior fracionamento do antJgeno solLvel em piridina levou ao iso­
lamento de uma fração específica, encerrando pr~ticamente toda a ativi­
dade antigênica do preparado original. 

Durante a experimentação com essas frações e s8ro de lepra, tivemos 
ocasião de verificar a impropriedade de certos conceitos adotados na re­
ação quantitativa de fixação dp complemento utilizada em ALBANY, N.Y. 
Consideramos então outros métodos para apr~ciar o fenômeno de fixação de . 
complem'ento, como por exemplo, a determinação do título do aSro, o aban­
dono do título por quociente e apresentamos as chamadas curuas de iso­
fixaçio do coapleaento como método ·para o estudo das relações •ntre sa­
ro, antígeno e complemento •• 

Na presente tese estudamos a reação de fixa~ão . . d.e complemento para a 
lepra com o antígeno aquoso de MALTANER e com as frações purificadas 
ativas extraídas dos antígenos solúveis em piridina. f maia um roteiro 
de métodos ·e não pretende mais que dar uma contribuição ao estudo da ao­
rologia da lepra; o valor da reação de EI~ER como meio semiol6gico na 
apreciação do tratamento da leprose será avaliado oportunamente pelos 
leprologistaa. 

A REAÇÃO DE EITNER. ESBÔÇO HISTÓRICO 

Quando em 1906 EITNER experimentou um extrato de leproma com sSro de 
lepro&o em uma prova de fixação de complemento, já a l"iteratura médica 
assinalava semelhantes reações praticadas com bacilos da tuberculose e 
s8ro de tuberculo~o. · · 

Doia anos ~~ia. tarde EIT.WER examinava ·um aSro de leproso com um an­
tígeno preparado de coração de cobaia; obteve resultados positivos na 
reação de fixação do complemento, semelhantes aos por êle de~critos an• 
teriormente. 

A reaçio seria específica para a lepra ou havia um particular com­
portamento do a&ro do hanseniano? 

STATINtANU e DAMELOPOLU em 1908 de.acreviam anticorpos específicos no 
s&ro de leproso, mas já no ano seguinte assinalavam reações entre sua­
pensões coloidais salinas ~e lecitiria e soros de lepra. 

Era de ae eaperar, dado o parentesco entre os bacilos da lepra e o 
da tuberculose, que soros de leprosos pudessem reagi~ em provas de fixa­
ção do complemento com suspena6es bacilares. Já em 1909 FRUGONI e PIZANI 
obtinham reaçõea positivas examinando onze soros de leprosos com suspen­
aões de bacilos da tuberculose, · 

Antígeno& pre~arados de lepromas conservados em álcool podiam ainda 
reagir com soroa de lepra, segundo BABES e BUSILA (1909), 

A preferência dos investigadores se orientou no emprêgo de antígenos 
preparados de bacilos da tuberculose, porque eram maia fáceis de ae ob­

.terem e por ae procurar uma reação aorol6gica ~ara a tuberculose. a~ ca­
aoa de lepra estudados na ocaaiio eram raros e aa reações eram pratica• 
daa por aquiles sorologiat•s empenhados nos estudos de tuberculose. 
. Em 1910 STENFFENHAGEN obt-inha três reações posi ti vaa em oito ao roa 
de leprosos, com o antígeno preparado de auspenaõea · de baciloa de KOCH; 
em 1913 WILLIS teve ocasiio de estudar treze soros de lepra com ant{ge• 
nos preparados de diversas espécie• de bacilos da l•pra, de bacilos da 
tuberculose, variedades humana e bovina, e outros ácidoaresiatentes sa• 
pr6fitas. Obteve reações positivas com os diversos antígenos, definindo 
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,então a e.opocidtule polifisodoro do sSro leproso. Os anticorpos encon• 
trados na lepras~ seriam relacionados com todo o grupo de microrganismos 
álcool-ácido resistentes. Haveria no sSro anticorpos anti-ácido graxos; 
na tuberculose os anticorpos seriam diferentes, embora houvesse notável 
reciprocidade no comportamento dos soros de lepr~ e dos de tuberculose. 
· As relaç5es imunobiol6gicas entre lepra e tub~rculose foram estuda­

das por MUCJI (1913); no ano anterior, numa reunião da Sociedade de Medi­
cina e Higiene, ea Londres, em 16 de fevereiro, tivera ocasião de mos­
trar a semelhança entre os anticorpos da lepra e da tub,rculose e·•foi 
quaai prof~ticamente que disse ser possível talvez produzir uma imunisa• 
ção para ambas as infecções. 

Trabalhos esporádicos sSbre fixação de complemento com aritígehoa de 
lepromas somavam até 1915 um total de 185 reações, com 75% de positivi• 
dade na forma cutin.ea, contras-tando com 25% observados na forma anesté· 
aica; todas essas reações· tinham sido praticadas com aitígenos alcoóli· 
cos; os resultados obtidos com antígenos aquosos indicavam maior positi• 
vidade, com 84% na forma cutinea e 41% na forma anestésica. 

Reações com •n~Ígenos bacterianos somavam 279 até 1916, com 180 
delas praticadas com tuberc~lina bruta de KOCH, com positividade de 68%; 
89 soros testados com suspensões bacilares indicavam reatividade em 83%. 

Em 1919 COOK estudou 20 casos de lepra / empregando 19 diferentes 
antígenos, preparados de culturas de . bac~ los .· da_. lepl'a, . -bacilos tuber­
culosos, difterÓides e ácido resistentes sapr6fitas. Mostrou que anticor 
pos fixadores de complemento estavam presentes em grande concentração em 
soros de leprosos na forma nodular , Esses so~os teriam tend~ncia para 
dar reações positivas com o antíaéno ~~ WASSERMANN, porém·• somente em 
baixas diluições. A fixação de complemento era positiva com todos os 
antígenos de bactérias álcool-ácido resistentes e daí a impropriedade da 
reação co.mo argumento favorável a atribuir a ce.rtas· culturas de ~btganiamos 
isolados de lepromas, papel etiool6gico específico.· · · ' 

Essa propriedade de multi-fixação do comple~ento seria, na opiniio 
de LEWIS e ARONSQN (1923) um caracter diagn6stico do sSro de lepra, . pois 
não obtiveram co~ ·soros sifilíticos ou tuberculosos a percentagem d~ 93% 
de reações positivas quando praticadas com antígenos de b•ctérias ácido 
resistentes, em 26 soros examinados. Os antÍgenos de LEY([S e ARONSON 
(1923) eram suspensões aquosas de culturas {l)acÚos da lepra de CLEGG, 
de DUVAL, de KEDROWSKY, bacilo do smegm~. A extração com acetona reti e 

raria a gordura, permitindo uma suspensão mais estável, segundo TAYL .OR e 
MALONE (1924·L que examinaram 100 soros de lepra, com positividade de 
90%. Contrôles consistindo de 14 soros normais e 23 sifilíticos deram 
reações negativas, enquanto 30 casos de tuberculose apresentaram 6 rea• 
ções-t;o antígeno entpr~gado era uma suspensão a 2% ·em salina, de .bacilos 
desengordurado& pela acetona. . 

· No BRASIL, . GOMES ( 192'1) u til i zaose · de um antígeno preparado com o 
Streptothrix leproide de DEYCKE; examinando 83 lepro-sos em reações de 
fixação do complemento ençontrou positividade de 82%; . a forma tube.rosa · 
com 89%_, a mista · com ·95% a niáculo-~~nestésica com 70% e a forma frustra 
com 50%; na fo~ma nervosa a positividade foi de 87%. 

No mesmo ano FREUND observava que a lecitina aumentava o poder anti­
gênico do extrato ~lco6lico de Leptothrix até 200 vêzes, em provas ~e 
fixação do compl em~n to. -

O trabalho de GOMES.despertou grande interêsse entre os leprologis• 
tas; a reação teria grande ·valor no diagn6stico precoce da lepra (GOMES 
e PATTEO, 1928) e na profilaxia ·da infecção (MARCONDES, 1929) • . 
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Em 1928 SOUZA LIMA apresentou os resultados obtidos com a reação de 
'OOMES em 96 leprosos; em 9 casos de lepra tuberoaa, 8 reagiram; ·~O rea• 
çõe s positivas em 42 soros de lepra mista; 37 casos de lepra nervosa com 
28 positivas; em 8 pacientes de forma frustra, apenas 4 reações foram 
p ~ s itivas; examinando 28 comunicantes, encontrou 9 reações positivas. 
I~cluiu contrôles consistindo de 46 _caaos de tuberculose, com reações 
ligeiramente positivas, 

'GOMES em uma série de publicações entre 1927 e 1935 aponta a utili· 
zação da reação de fixação de complemento nos serviços de rotina dos le­
prosários e também para o contrôle dos comunicantes (GOMES, · 1935) . Os 
leprosos poderiam ser sensibilizados por administração de iodeto de 
potássio, com maior positividade sorol6gica(GOMES e ANTUNES, · 1930). A 
reação de GOMES-DEYGKE teria também sua aplicação na descoberta da lepra 
latente .(FAILLACE, - 1931; 'OOMES, 1931), ; 

Em 1931, WITEBSKY, · KLINGENSTEIN e KUHN descrevem o antígeno solúvel 
em piridina e benzo), extraído do bacilo da tuberculose; o antígeno era 
estável e reprodutível , sendo desde entio até 1939 produzido pela casa 
BAYER. 

O antígeno se destinava l sorologia da tuberculose, mas BRANTS 
(1932) o aplicou em 80 soros de lepra, encontrando 74 reações positivas ; 
as seis reações negativas se localizavam entre leprosos de forma ner• 
vosao Das 50 reações positivas em lepra tuberosa, 43 o eram fortemente; 
isso contrastava com 15 reações fracamente positivas encontradas em 20 
soros de lepra nervosa; o antígeno de WI.TEBSKY. era nitidamente superior 
ao antígeno proposto por BESREDKA e JUPILLE (1914), 

Resultados semelhantes foram obtidos por AOKI e MURAO (1933) que ob~ 
tiveram com ~sse antígeno 9 reações positivas em 16 leprosos com a forma 
tuberosa e 9 em 24 casos de forma nervosa, ' Quatro soros em 10 de tu be r• 
culose reagiram, enquanto apenas um mostrou reação entre 5 sifilíticos, · 

KORNEL (1933) obteve 10 reações positivas em 10 casos de lepra cutâ­
nea ; uma reação foi negativa em 3 pacientes de lepra maculosa; fracas 
reações em dois casos suspeitos mas em 3 comunicantes duas reações foram 
fortemente positivas. Soros de tuberculose, em número de 10, mostraram 
apenas 4 reações positivas·, : Comparando seus resultados com o antÍgeno 
WoJ . J. com os obtidos com antígenos preparados de lepromas, achou con• 
cordância em lepra, mas não em tuberculose, Soros de lepra deram WASSER• 
MANN positivo, mas não os soros de tuberculose. Soros sifilíticos reagi· 
ram com antígenos preparados de lepromas, mas não com o antígeno de 
WI.TEBSKY ' (W.J.~. ). 

No Brasil a reação de 'GOMES continuava a ser praticada; em 1935 
ASSUMPÇÃO e SILVEIRA obtinham 90% de positividade na lepra cutinea, 85% 
na lepra nervosa e 70% na forma mista. Em seu trabalho relatam ter en• 
contrado 70% de positividade em leishmaniose. 

Em 1935 BIER ~ ARNOLD examinaram 272 casos de lepra, empregando o 
antígeno W.K.~.; obtiveram 79% de reaç5es positivas. · Nos casos de forma 
mista (186 casos) a incidência foi de 94% ; a lepra nervosa 04 soros) 
reagiu c om 57% enquanto em 72 casos de lepra incipiente a positividade 
fo i apenas de 44%, · 0 valor da reação de fixação de complemento na lepra 
foi mais uma vez apontada por BIER (1936) em um estudo sôbre a sorolosia 
da lepra, Confirma o achado de ASSUMPÇÃO ~ SILVEIRA, · mostrando a reação 
cruzada entre W.K·K• e leishmaniose, 

Entre nós outros autores consagram o emprêgo da reação de fixação do 
complemento na lepra, com o antígeno de WITEBSKY ·(PEREIRA, · 1936; RABELLO 
l''IIJ'() e MAC11AD0,1936; . RABELLO FILHO,MACHADO e PINTO, 1.93B;PEREIRA, 1938 ). 
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O·método de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, poderia ser empregado no 
P-rep•ro de antígenos a partir do Streptothrix de DEYQrE (BIER e PLANET, 
1936 )., As reações· não seriam ·tão intensas, podendo haver causas de erros 
em soros fracamente positivos. 

O s8ro leproso reagia intensamente c~m o antígeno de W.K.K.; 50 rea­
ções positivas em 51 casos de lepra tuberosa; na forma nervosa a positi-
vidade era menor (74% em 39 casos), segundo BIER e PLANET (1936), O 
antígeno de W.K.K. era no entanto capaz de reagir com outros soros 
lábei• como de p~nfigo e leishmaniose, Em 13 casos de p~nfigo ~sses 
•utdtes entontrartm 5 reações positivas (38,5%) e 26 soros de leishma­
niose, em um grupo de 34, reagiram (76, 5%), Em soros não lábeis WASSER­
MANN negativos (74 soros) encontraram apenas 4% de reações positivas; em 
51 soros WASSERMANN positivos encontraram 7 positivos com W.K.K, (13, 7%) 

O antigeno de W.K.K. poderia ser utilizado no reconhecimento das 
formas clínicas da lepra, pois as formas . . t.uherculoides apresentavam em 
70% dos casos, reações negativas, s-e.gundo RABELLO FILHO e PINTO (1938), 

Os resultados obtidos na INDIA por GREVAL, LOWE e BOSE, (1939), con• 
firmavam integralmente os achados da escol~ de BIER~ em 12 casos de le­
pra lepromatosa, tiveram êsses autores apenas uma reação negativa; na 
forma nervosa da infecção houve alta positividade; 37 reações em 38 so• 
roa, Os títulos dos soros eram altos, até 1:150;~os soros contr8les, 25 
soros sifilíticos deram reações negativas, com exceção de um, com re1ç~o 
fracamente positiva com W.K.K. Assinalam a reação com soros de calazar e 
aponta~ a pouca especificidade da reação, 

Oa três tipos de lepra, lepromatosa, nervosa e mista, diferiam em 
seu comportamento aorol6gico de maneira tão nítida que haveria . raz5és 
pa~a .. a~irmar que a resposta imune era provocada pela presença do bacilo 
da lepra, segundo ROW, 1939, 

O trabalho de BIER em leishmanioae e antígeno W.K.K. foi confirmado ; 
por LOWE e GREVAL (1939) em 17 casos de calazar e 3 de leishmaniose 
cutlnea, Em se tratando de lepra e calazar e reação com a última infec• 
ção aeria de maior intenaidade, segundo GREVAL, LOWE e BOSE (1939), 

Antígenos preparados de culturas de bacilos da lepra de ratos, com 
ou sem cefalina, foram utilizados por ICHIATA em 1940, em um inquérito 
aorol6gieo entre criançaa com longo contacto com leprosos e~ Shorokuto, 
na COREA. Dentre 34, 2 criançaa apreaentar111 reações positivas .. ~ Uma de­
las mostrou sintomas de lepra doia anos depois. O autor acredita estar 
em face de um ant~seno específico para a l~pra e o recom~nda para o 
diagn6atico precoce da infecção, · 

Antígeno• aquoaoa de bacilo• da tuberculose, pr~viamente extraídos 
com acetona, reasiram com 47 aoroa de lepra, em reação de fixação de 
complemento quantitativa (MALTANER E. 1940); títulos maia altos foram 
encontrado• na forma cutlnea, 

A reação de fixação de complemento com a8ro de leproso e antígeno• 
preparado• de bact,ri•• 'cido•reaiatentea iaoladaa de leproma~, nio po• 
dia aervir de arsumento para identificar o. papel etiopatos&nico das cul• 
turu, aesundo :·DAIWENDRA · e BOSE (1941) e DAIWENDRA (1941 L · pois antíge• 
noa preparad.oa de cul ~uraa de bacilos de WVAL,. ·de .BA'rQN, de KEDROWSKY e 
de LLF.RAS, assir .como bacilos do. tuLerculoae e M phle.i, derlfll reações• 
prlticamente iguai• com 12 aoroa de lepra JP-promatosa, Experiênciaa cóm 

.absorção de soJ.'Oa c:om suapena6es bacilar~• .e fi] tração mostraram•se i.n• 
capazes de diatinguir as diferentes culturas teatadas · (DARMENDRA, 1941), 

O· trabalho de BIER e PLANET (1936) indicando a reatividade do aSro 
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de leishmaniose com o antígeno de W.K.K. continuava a ter larga reper• 
cussão na INDIA. GREYAL, CHANDRA e DAS (1941) recomendaram seu uso em 
rotina. LOWE (1942) experimentou o antígeno de W.K.K. não só em lepra 
como em calazar, obtendo resultados muito nítidos na lepra nodular e no 
leishmaniose, A reação seria mais precoce que o teste l formalina. Na 
forma nervosa da lepra a reação seria de pouca utilidade, em vista da 
baixa·percentagem de reaç&es positivas. O s8ro de calazar teria maior 
poder ·de reação com o antígeno de W.K.K. que o próprio sôro de lepra. 
LOWE compara a reação com o calazar ao WASSERMAN.N em sífilis secundária. 

O antígeno de W.K.K. foi experimentado em dermatoses tropicais por 
EICJIBAUM (1942) que exam.inou 300 soros incluindo leishmaniose 1 pênfigo, 
lepra, bl astomicose e casos contrôles de tuberculose pulmonar,( A p.ercen• 
tagem d~ reaç&es positivas nas diversas entidades clínicas foi~a seguin~ 
te: leiahmaniose 20%; pênfigo 20%; lepra 88%; blastomicose 0%; tubercu­
lose pulmonar 27%. Os anticorpos responsáveis pela reação foram analiza• 
dos por provas de absorção específica, quer com o mesmo antígeno de W.K. 
K. quer com suspensões de bacilo da tuberculose. S~mente soros de tuber­
culose eram !\cilmente absorvidos; os soros de lepra puderam ser dividi· 
dos em dois grupos; um semelhante ao sôro tuberculoso, pois mostra ab­
sorção integral dos anticorpos, com o antígeno de W.K.K., porém difer~ 
do grupo tuberculoso, por não se deixar absorver com suspensões de baci­
los de KOCJI; outro grupo de soros de lepra não ·se deixaria absorver nem 
pelo antígeno de W.K.K· nem por suspensão bacilar. Os soros de leishma­
niose, pênfigo e bla~tomicose se comportam de maneira semelhante aos so• 
ros de lepra do segundo grupo. Isso seria um caracter de labilidade · 
alrica não necesslriamente demonstrável pela reação de WASSERMANN, mas 
capaz de ser evidenciada por outro antígeno lipóidico como o de WITEBS­
KY. 

A reação entre lecitina e sôro de lepra foi estudada por EICHBAUM 
(1942), empregando lecitina de ovo, do comércio, e de diversas marcas, 
tanto em provas de floculaç ão como de fixação do complemento. Em 229 so­
ros de lepra obteve 141 reaç&es positivas (61%); a maior freqUência 
(72%) foi encontrada na · lepra tuberosa e mista, enquanto apenas 37% na 
forma máculo anes téaica, A ·reação com lecitina concord·aria com 80% das 
reações WASSERMANN positivas no grupo de leprosos. Em 335 contrôles, in­
cluindo 151 soros sifilíticos e tuberculosos, leishmaniose, aravidez, a 
reação com a lecitina foi positiva em 4% dos soros · testadoa. Maior inci­
dência (8%) foi ach•da entre os soros sifilíticos, Os anticorpos ou rea­
gina anti•lecitina teriam sua formação relacionada à ação dos fosfat{­
deos haptênicos liberados do tecido doente (EICHBAUM, 1942); poderia no 
entanto haver antígenos comuns presentes no bacilo de HANSEN, em ovos, 
tecidos de mamíferos, bactérias, fungos. Essa ubiqUidade de · subst~ncias 

· lipóides explicaria a polifüaÇão 'dos soros leprosos (EICHBAUM, 1942). 
O antígeno de W.K.K. continuava a ter grande emprêgo na sorologia da 

lepra e . do calazar na .INDIA (SEN ·GUPTA, 1945; DHARMENDRA, BOS~ e SEN 
WPTA, 1946; GREYAL, 1.947; SEN GlJPTA, 1948 ). 

A reação obtida com o calazar com o antígeno de W.K.K. seria igual­
mente demonstrável com antígenos metílicos segundo BAYARRI e AHUIR 
(1947), que em 20 pacientes com punção esplênica positiva para leishmâ­
nia, obtiveram 18 reaç&es de fix·açâo de comp•lemento positivas com o an­
tígeno de BOQUET e NEGRE. 

Na impossibilidade de se obter o antígeno original de W.K.K., os 
ind·ús prepararam antígenos pela técnica original de WI'I:EBSKY, KLINGENS­
TEIN e KUHN, a partir de culturas do bacilo de KEDROWSKY (DHARMENDRA, 



BOSE e "SEN 'GUPTA, 1946) e os usaram com :bons resul ~ acfos ·. no servtçu 1:1'17 

Ca l azar , da Escola de Med i cina _Tropical -de Calcutó: : a reação · fo i 94,6% 
espe.: íf" ·; a para o cal azar em 1917 -.sor os examinados de pacientes -com lei-

.'Jhm~r:h. 1· .J ~:..1onstradas e •:om o teste de .aldeído positivo. 
Em 1%6 , ·ALMEIDA, :aARVALHO e PADRON, p_ublicaram· os resultados de um 

1 ~~~ 1ri to sorológico fe ito no Sana t 6rio ·Padre ·Bento du r ante os anos de 
1952 e 1954. O an tígeno f oi pr eparado de bac i~ ?s da t uberculose pela t'A 
ni ca de PADRON ( 1952) • . -To dos os pacien tet; ·-m número de . 534 foram examin.! 
doD rad ~~l ~gi c amente para ,exc lusão de · tuberculo••• Os .anti cor pos fixado­
r es de complemento fo r am t itulados pelo •'todo das :aeis un i dades de com• 
p ementoe O p ··' me i ro gr upo de doen t e s s em ~ ra tamento , num t otal de 74 oa 
sos mo s tra am bac i los de Hansen nas : lesões .c u t lneas e na mucosa nasal7 
19% · del en ti nham t í t u l os r:•!lleno r es que 10 ; 51% títulos en tr e 10 e 100 e 
30% t i t ul oo ma i orea que 100 • . O ·segundo grupo com 270 pacientes em trata• 
mento não mais ap re s entav am · ~aci los no muco naaal maa · a~men t e nas lesões 
cutlneas. Os tí t ulos em f i xação de . co11ple~en to eram menores que 10 em 
33% ·deles; entre 10 e 100 em 52% e ma i ores que 100 em 15%. ·O tercei r o 
grupo de 24 3 l ep r osos tra t ado s pela su l fona :apresen t ava resultados nega• 

· ti vos na l e a i o e no mu co. Nes te gr upo os títu los .eram men~res que 10 em 
70% dos a os; entre 10 e 100 em 27% e mai Qr es que 100 apenas em ' 3%.0 

gr upo con trôl e leg ~ a ~egat iua e ra cons t ituído de t 86 doadores de sangue ,. 
·supóa tos norma i s . Trinta e sete · sor os r eagiram com o antígeno aquoso p~~ 
·cipitado . •..;10 m 3 un i dades de .complemen,to, ·dando :uma .ind dên1lia de 4 , 7% de 
resul tados posit i?os em pess~as ~resumlvelmente sadias. :Esse grupo não 
foi exami nado r adiol ~gicamen t e · ' I'ALMEID.(.~· -pgounu -'DE .BBEITAS ; e ~BRANDÃO, 
1954) • . 

A i n ci d~n c i a de .r eações positi vas com an t íseno aquoso foi de 4,4%, 
em um grupo de 205 pes s o'as :no r ma i s; .em outro gr upo de 403 ·_soros o·· a per a 
centagem de ti t ul os maio r e s que -3 foi · de 13 , 6% .(,AE1ANBR. 1938) • . 

Até 1953 PANGBORN tentou i solar a fração antigfnica do bacilo da tu• 
berculose , partindo do ex t ra to .aquoso. 

Por n.oastl iniciativa e insis t fn ci a, o antígeno de ·w.J./(. ; foi prepa-
· rado por. PANGBORN (195, ) ;e uti l izado na ·aqrologia da · tuberculose e lepra 
em -ALBANY. N.f. i A e ação de EITWER · podeTi a · se r ·eatudada quantitativ .. en• 
te 8 podendo en t ão · ae faaer um es t udo comparati Yo en tre os doi s grupos de 
ant ígenos propostos: os ·solúveis ·em ·.égua e . aqufles solúveis em piridina. 

~NTfGENOS NA REAQÃO .DE ·EI1NER 

A r eação de f ixaç ão do complemento em lepra, na ma i or par t e das wf­
ze s p era fe it a oc asi onalmente p por · sorologis t as empenhados na pesquisa 
de an t ígenos espe c í fi cos para a tuberculose, 

São t rabalhos espar sos , · os :auto r es ge r e ' -.::: t e não inajs t indo no proA_ 
· segui mento cie· suas pes quisas. ·A difi culdade na obtenção de ·soros de le ­
. pra., . . na EUROPA ~ ·· é jus ti f i-:a tb a · para · l)s poüéos · trabalhos . aparecidos · des• 
de 1906 ; de ou t~o l ado o problema da · lepra ·era mais colonial e não metij 
poli tano . 

·Na INDIA onde l e pr a é endfmica, a reação com o .antíseno · t uberculoso 
de W./( . f< • . fo i mais emp r egada no estudo do c alaaa r que prl.priamente para 
a des coberta de casos de lepr a. 

A fal t a de um tratamento espeeífico, ·· fazia dos feprosérios, grandes 
dep6sitos de doentes. •A rotina do tratamen t o chalmugrico não incentiva• 
va a pesqu i sa soro . 6gica. 

No BJMSIL , no e~ t arrt~ , o ~ s tudo das r eações de fixação · do complemen• 
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to loi feito de aodo ··sisteaáÚco•i ·GC>Mis (19.27.) es;;.udou a aplicação de 
sua reação ea lepra; em 1929 concluia ser a reação do desvio do· coapl•· 
sento d~ alto valor nã.o · 6 no diagnóstico precoce.Ít co•o para deterai1tor~ 
··' gr- ~ a de ..infecção e a ú·.da conclue nos casos de lepra obscura, lepra 
guna -~ ionar, quas i ••• sin toaaa, o · ••~ valor aais •• afiraa, · poi• os ca• 
sos de hpra .scfro-ne&Ativos são •• &eral be1tigno•·õ· Estadaado 119 casoa 
de lepra, achou certa relação entre baeiloacopia posití•a no auco nasal 
e reaçao de fixação do complemento. 

BIER (1935~ 1936) estudou a reatiYidade do sSró de lepra com antís•• 
nos lip6idicoa, Apontou a ·exiat8ncia de. re!çÕes de fixação de coapleaen• 
to com lip6ides ubiqlitários (tipo ·rASSERMANN) eoillo coa lip6idea bacte• 
rianos ou de lepromaa, · 

BIER e ARNOLD, 1935, definem a reação de fixação de complemento em 
lepra~ não como conseqUenc'ia do poder po lifü,an tt d~ 58 r o te proso, ou;:; 
da marcada labilidadi d~ suas proteínas, mas coillo~erdadeira reação ea• 
pec:Uical Em 11J:':5; ea seu li·no Bacteriolosia e IIU&IIolosi•, . BIER afirma:. 
u11a reação posit i va co• o ant!seno de W.K.K~,. e:ccluida a tuberculose e 
difteria;. bea co•o certos casos •• que o s6ro dá reações inespec€ficas 
de labilidade (ea particular no plrtfi&O e na 1eiahaaniose)1 detJe ur in­
terpr·e tada coao lepraf •asiae se houver su•pei ta cl úaica;~ 

t portanto ponto . pacPfico afirmar -to Yalor diar:;ucSi'tico ·,la reação de 
fixação do complemento em . l~:;_pra. o antígeno utilizado pela escola de 
BIER era o de 'IITEBSKY~ KLiNGENSTEIN e KUHN-. especifico na tuberculose, 
•as insens(tJel 1& labilidade das proteínos do s8ro tuberculoso, e, ao 
aesao te11po~ isento de lip6ides fi:cadores de cóapleaento ea presen~a de 
s8ro si fiZ ítico (BIER, 1936), . . 

Uma exata reprodução do antígeno de WITEBSKY não poude ser feita por 
BIER e PLANET (1935) 1 pais · as · fisasõea não atinsiaia • tão altas dilui­
ções, · e p,r lsse aotivo., . dei%aa _cia dúvida certos resultados de •oros 
fraca•en·fe positivos (BIER; 1936 )'~: O antígeno preparado por BIE.R pos• 
suia diferente capacidade fixador:-~. - a •aior discord8.ncia entr~ os dois 
f.Uli{genos fo i encontrada ea cinco ctiaos .de blastoaicose que derGJ& ,..ação 
fraca ou forte coa o antígeno orisinal (W.-K•Jt«;. BAYER)M enquanto coa o 
antígeno de BIE~ rea·gira• todo• nesati•aaernte-; (EICJIBAUII~ 1942). 

Tentativas t~m sido feitas para isolar a fração específica . do ba­
cilo da tuber-culose. PINNER (1925) estudou o comportamento aorol6gico de 
setenta diferentes antísenoa pr~árados de - cul turaa de bacilos da tuber• 
culqse, demonstrando que o ·ant.íseno eapec·{fico eàtayà·.uaociado 1 fra-ção 
ins o.lúYel na acetona, no éter e no clorof·6rmio e · que era solúYel em água 
e álcoole· 

t extrern~e~te per_1ioao afirmar propriedades ele .aadgenos complexos 
por sua•· propdpdsdes de solubilidade, po" ·· .v. _preaeaça de certas fraçõea 
aas misturas altera coapletaaente auaa . prop::iedades; o fea8aeno 'conhe­
cido .como so Zubi lisaÇão r·ec (proca. e é particularmente n·idente entre 
os fóafoHpides (FAURE, 1940) .: . 

· O ext"l'ato aquoso, . preparado por ebuli_ção ea ápa destilada de baci• 
· tos 4~. tuberculoae _pr,Yia•eate tratados ·pela acetona. reasia coa a8ro 
tuberculoso e de lepra 1 maa não coa sífilis (WADSJOR711. lfALTANBR .e IIAL~ 
TANER, 1925). O antígeno conteria Hpidea e provlvelmeate pQli&acá:ddea •.. 

Po lisacAridea presentes em antígeno•. aquoso.s seriaa os responaáYeia 
por sua atiYidade antislnica (SEIBBRT, 1~41); nas reações aorol6gicaa de 

. fixação do coap)eaea~o o hapteno estaria associado\ fração glicídea 
(IIEYBR, 1937),;: As proteina~ desnaturadas pelo tratament.o químico empre• 
gado eram ainda capazes de adsorver (:u·boidratos !'Ue então reagi riam coa 
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os . soros imunes · (ANDERSON, 1927) •. 
A exist~ncia de um antígeno protéico foi demonstrada por SCffAEFEB, 

19~, em preparados de culturas do bacilo da tuberculose. No s8ro de tu­
berculosos haveria anticorpos que reagiriam quer com a fração protéica 
quer com a fração polisacarídea. 

A atenção dos p·esquisadores foi no entanto focalizada na atividade 
sorológica dcmonst,rada pela fração lipídica fosforada (ANDERSON, 1927; 
PINNER, 1928 ). -Na opinião de CHARGA.FF · e SCIIAEFEB .. (1935) e MARCIIEBOElfF · e 
•eus associados (1935• 1939) a atividade fixadora do ·complemento estava 
ligada a um fosfolípide. 
· · t bastante difícil se orientar quando se computam os trabalhos rela­
cionados · ao fracionamento do bacilo da tuberculose, pois muitos d3les 
não fazem refer~ncia ls propriedades sorológicas das frações isoladas. · 
Outras frações, . aparentemente relacionadas,; · têm comportameato · di:verso; 
assim o fosfatídeo de ANDERSON (1~7) continha O,A% de nitrog3nio, en• 
quanto o isolado por MARCHEBOEUF (1935,1937) não continha ~sse elemento. 
Suas propriedades não eram as mesmas: enquanto o preparado de ANDERSQN 
fixava o complemento · (PINNER, 1928, DOAN, 1929) o de MACIIEBOEUF não pos­
suía nenhuma ·atividade sorológica, in vitro ou in vivo • . 

O antígeno de WITEBSKY., KLINGENSTEIN e KUHN, solúvel em benzo! e· pi· 
ridina conteria lipóides e talvez fosfolípides associados a polisac,ri­
des. 

Em 1940 FAURE publicou seus estudos s8bre os haptenos }ip6idicos da . 
fixaçao da alexina isolad~s dos bacilos da tuberculina. ·E de interês­
se focalizar suas conclu$Ões. pois pela primeira vez é compr~ensivel a 

·relação existente entre os antígenos aquosos e os antígenos lipóidicos~ 
Suas co~clusões podem assim ·ser resumidas: 

1•) -Pode-se estrair o hapteno lip6idico contido nos bacilos da tu­
bercu lina, di r e ta•en te pela água. Nos estratos aquosos o hap teno l ip6i­
dico acoapanha igualaente os fosfat{deo s , da aesaa fora.a que nos extra­
tos alco6licos de bacilos~ 

2•) - A afinidade do hap teno lip6idico para a água é tal que. é prl­
ti caaen te i•poss íve 1 suje i ta r a sua soluçao etérea l lavagea coa água, 
pois 2le imediataaente passa para fase aquosa. 

3•)- O hapteno lip6i dico é insolúvel n~ acetona fervente . 
4•.) - A ação coabinada da água, éter; acetona e c lo r e to de s 6dio 

·peraite lavar a soluçao aquosa de · fosfatídeos, co• bo• rendiaento. 
5•.) - Os preparados aais ativos se apresenta• e111 soluçao clorof6 rai­

ca, coao u•a soluçao perfeita . Por evaporaçao do solvente, o res !duo toaa 
uaa apar3ncia vitrosa, transparente, quasi incolor. A fração •ais ativa­
e• fisação de coapleaento l solúvel e• clorQf6raio, -no éter, na piridina­
e no ácido acético glacial; pouco solúvel no álcóol aet!lico e insolúvel­
na acetona • 

6•.) - O hapteno, ea ,contacto cba a água, transforaa-se ea ua gel 
viscoso, poréa líapidow Foraa soluçao ~ticaaente vazia, coaportando-se 
no entanto . coao col6ide, pois apresenta o fen~aeno da precipitação re­
versível pelos sais neutros e por acidificação e nao se dialisa ea •e•­
brana de col6dio • 

. 7•) - A coaposi·ç® quíaica do hapteno é seaelhante l ·dos ácidos gra- . 
xos, associados a glúcides; são azotados na proporçao de 3%; os prepara­
dos •ais ativos sorol~gicaaente parece• consistir de sais de s6dio, -cal­
cio e magnésio de ácidos fosfat{dicos, como complexos de ácidos gl(cero­
fosfatídicos. 

8•) -A atividade haptlnica dos p~eparados aais · ativos i perdida 
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.quando se fa :e o fracionalllento dos fosfátides ácidos •. A atividade antig3-
nica estaria ligada a uma pequena parte diles. 

9•) - O hapteno é de natureza lip!dica, pois sua atividade aco•pa­
nha seapre os fosfátide$ e nos diversos fracionaaentos ela seapre 1 
achada entre os b!pides. 

10•.) - Ap6s aúl tip los fraciona•en tos vi-se o hap teno se concentrar e• 
uaa solução que não contéa proteínas, nem glúcides livres, •as que pos­
sue ácidos gl!cero-fosfat!dicos co•plexos associados à 6sides e à inosi­
tol. 

Infelizmente o trabalho de FAURE não teve a repercussão que merecia. 
O mundo mergulhava, nação por nação, na Segunda Guerra Mundial e a pes­
quisadora francesa paralisou suas pesquisas s8bre os antígenos do baci­
lo da tuberculina • . 

Nos Estados Unidos PANGBORN se empenhava no isolamento dos fosfolí-. 
pides do coração de boi. 

No mesmo ano que FAURE publicava seu trabalho, em ALBANY, MALTANER 
E • . examinava pouco mais de 40 soros de lepra enviados da JAMAICA. utili­
sando-ae do extrato aquoso do bacilo da tuberculose. 

Até 1949 PANGBORN se ocupou dos fosfatídeos do coração de boi; iso­
lada a cardiolipina, aperfeiçoQu sua extração e apresentou métodos mais 
simples para o isolamento da lecit i na. No entanto já em 1949 PANGBORN 
voltava•3e para os antígenos do bacilo da tuberculose. Apontava então 
a dificuldade existente na reprodu~ão de antígenos satisfat6rios; ten­
tando reproduzir o preparado de ANDERSQN (1927) verificou que o nitrog~­
nio e f6sforo variaram de partida par.a partida; ·se o elemento respons;. 
vel pela reação de fixação de complemento f8sse um fosfatídeo complexo, 
era de se esperar ·que seu sal de .bário pudesse fornecer um.antígeno mais 
puro. Realmente·os antígenos assim preparados reagiam com s8ro de cavalo 
imunisado com tuberculose, porém não com s8ro humano tuberculoso. 

O fracionamento do extrato aquoso do bacilo da tuber~ulose foi feito 
por PADRON ( 19 52); ·dois ·componentes foram encontrados: · um reagindo com 

·s8ro imune de ·cavalo e ouuo fixando complemento em presença de s8ro hu­
mano. Este comportamento não ·era · estranho ·lqueles que conheciam o traba­
lho de ILLAND (1951) que demonstrou a diferença de resposta )! imunisação 
tuberculosa, segundo à espécie do animal inoculado. 

Tentativas de fracionar o antígeno aquoso, para reproduzir em forma 
de solução, nio . tiveram resultados; entretanto 8 partidas de antígenos 
preparadas durante o ano de 1953 puderam ser comparadas em atividade an­
tigê.o~ .ca, .· porém não eram sensl velll)ente melhores que o primitivo antígeno 
preparado por simples ebulição dos bacilos em água destilada, 

Esse antígeno·aquoso parificado foi empregado por ALMEIDA , CARVALHO 
e SOUZA LIMA (19-52) .em seu trabalho cotn soros de lepra e tarr.Lém por AL­
MEIDA, PEDREIRA DE FREITAS e BRANDÃO (1954) ao examinarem soros proveni­
entes de doadores de sangue em São Paulo. 

Depois de longa série de experiências, PANGBORN. achou que um bom 
método de extração; consistia no tratamento dos bacilos lavados em ace­
tona ~ sêcos, co~ uma mistura de álcool, 'sua e éter • . A precipitação do 

. antígeno pela a~etona pe,rmitia sua separação de misturas complexas, O 
precipitado em acetona, quando tratados pela piridina, dissolvia-se bem, 
a maior parte do àrttígeno, 60%, passando para a piridina. · A solução em 

. piridina continha todo o princípio antig8nico do extrato original. ~sse 
achado de PANGBORN fez com que se experimentasse o antígeno descrito por 
WI.TEBSKY, . Kf:.INGENSTEIN e KUHN. já em 1931, como solúvel etn piridina e em 
benzeno. O antíg~no solúvel em. piridina era composto de lípides e poli-



sacárides; eram lipopolisac,rides, , contendo 2% de f6sforo e açócares n~o 
redutores; a reação do carbasol mostrava a presença de manose • . 

Assim em 1954, PANGBORN voltava ao ponto de partida assinalado por 
WITEBSKY 23 anos antes e chegava a um composto, dotado de atividade an­
tigênica, de aparência gelatiniforme já descrito por FAURE em 1940. ·. 

O antígeno sol6vel em piridina foi fracionado. O estudo dessas fra­
ções com sôro de lepra permitiu o conhecimento das relações quantitati­
vas entre os elementos da reação de fixação de complemento pela técnica 
de WADSWORTH. MALTANER e MALTANER •. Muitas dessas informações s~o aqui 
apresentadas e compreendem em sua maioria experiências realizadas com os 
antígenos sol6veis em piridina, que tinham se mostrado nas mãos de BIER 
e seus associados, de grande especificidade e ·sensibilidade na sorologia 
da lepra. 
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C A P f T U L O I . 

GENERALIDADES S~BRE AS REA90ES QUANTITATIVAS DE FIXA9XO 
DE COMPLEMENTO PELA TtCNICA DE WADSWORTH, MA~TANER e MAL­
TANER. · PRINC!PIOS BlSICOS. NOMENCLATURA EMPRBJoGADA E M~­

TODOS PARA ANÁLISE DAS CURVAS HEMOL!TICAS • . 

As reaç6es de fixaç~o de complemento s~o traduzidas por diferenças 
nos graus de hem6lise; essas diferenças refletem alterações da .atividade 
hemolítica complementar, resultantes da presença de um complexo antígeno 
anti corpo • . 

As mudanças da atividade complementar são evidenciadas pelo uso de 
métodos precisos de dosagem do complemento. 

A unidade de complemento é a quantidade de sôro de cobaia necessária 
à hemólise de 50%. Comparando o número de unidades de complemento neces• 
sárias para 50% de hemólise quando sôro e antígeno est~o presentes, ve• 
ri ficaram WADSWORTH~ MALTANER e MALTANER qu e havia ·uma proporção direta .. 
entre complemento e sôro. 1 • 

Um considerável excesso de sôro não impede a reaç~o de fixaç~o do 
complemento, mas antígeno em excesso pode diminuir sensivelmente a in­
tensidade da reação. Muitas vêzes então, necessário se torna ajustar a 
quantidade de antígeno a ser empregada na reaç~o, a-fim de se obter uma 
intensidade máxima na fixaç~o do complemento. Or~·· 1r .. quantidade de com• 
plemento a ser empregada no teste varia de ac&rdo ~om ~ quantidade do 
complexo an tígeno• anti corpo formado • . Devido a essa in ter• r e 1 ação, as 
quantidades de antígeno, sôro e complemento, devem ser proporcionais, de 
forma a permitir n~o s6 uma fixaç~o máxima, como também deixar livre 
aproximadamente uma unidade de complemento. 

As relações lineares entre sôro e complemerrto, de uma parte, e as 
encontradas entre antígeno e complemento de outra, simplificam o ajuste 
dos elementos da reação. 

O método pode ser considerado tridimensional, pois ~ariamos ao mesmo 
tempo sôro, . antígeno e complemento. A r~presentaç~o gráfica de tal rea• 
ç~o seria um sólido. Tal sistema tem recebido críticas severas de muitos 
sorologistas, porém como veremos no estudo do sistema lepra, há realmen• 
te necessidade dêsse aj .uste para que se possa ter uma medida quantitati• 
va da capacidade fixadora específica do sôro leproso. 

Desde que conheçamos a relação entre complemento e antígeno, por ex• 
perimentação ·com soros de diferentes positividades, podemos organizar um 
teste preliminar para a exclusão dos soros negativos. Sôro a examinar é 
posto em contacto com uma dose de antígeno capaz de dar reação máxima 
com soros fracamente positivos; a quantidade de complemento a ser usada 
no teste depende das condições em que a reaç~o é feita. Quando a incuba• 
ção preliminar é a 37°C, soluç6es diluídas de complemento deterioram-se, 
exigindo uma correção da unidade de complemento; em geladeira, a dete• 
rioração é negligível não sendo necessária qualquer correção. · A quanti• 
dade d~ complemento a ser usada num teste preliminar para exclusão de 
negativos é achada experimentalmente. Em · vários sistemas estudados pela 
técnica de WADSWORTH~ MALTANER e. MALTANE/1, três unidades de complemento 
têm sido empregadas no t~ste preliminar. 

Simplificações têm sido propostas para a técnica q·uan ti ta ti v a de 
MALTANER; uma delas utiliza-se de dose única de antígeno, seis unidades 
de complemento e faz variar o sôro; a reatividade do sôro é calculada na 
base da diluição capaz de dar 50% de hem6lise, quando 6 unidades de com• 
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plemento est~o pr~sentes. ~sRe m'todo adotado nos serviços de rotina de 
sífilis em ALBANY foi proposto por MALTANER e GNESH (1948), · 

E$sa técnica traz graves errosj po1s soros de.diferentes títulos, 
podem, numa mesma diluição, dar o mesmo grau de hemólise, sendo mantidos 
constantes o complemento e o antígeno. Basta que as linhas de regressão 
sôro-complemento tenham inclinaç5es diferentes. O método não pode.ser 
recomendado em sistemas como lepra, em que a proporção entre complemento 
e sôro é observada sbmente quando se computam os acréscimos em fixação 
em relação aos volumes empregados de sôro. 

A medida da reação de fixação do complemento é f~ita segundo c1rcun§ 
t&ncias da própria ·reação ou método, AlgUI.l$. autores dão o título do sôro 
em t~rmos da diluição capaz de dar um det~rmiriado grau de inibição da 
hemólise; outro~ como CALMETTE e MASSOL (1909)'determinam a reativid~ 
de do ~Ôro p~lo consumo de complemento, 

WADSWOR111. MALTANER e MALTANER (1931) utilizaram ambos os critérios: 
diversas quantidades de sôro são postas ~ reag1r com quantidades apro• 
priadas de antígeno e doses variadas de complemento. O títu)q do sôro é 
baseado no número de unidades de complem~nto que sex·iam necessárias para 
50% de hemólise se sôro não diluído fôsse empregado com a dose ótima de 
antí~eno, 

E feita a dosagem de complemento, como primeiro passo; a unidade de 
complemento é aquela quantidade que determina 50% de hemólise nas con­
dições do teste que são mantidas constantes: temperatura<). volume. dos re­
agentes (total), auantidade de hemicias sensibilizadas, tempo de hemóli-
se, 

Baseados nos resul t'ados obtidos por BROOKS ( 1920), WADSWORTH, MALTA­
NER e MALTANER propuzeram~se- a determinar as mudanças que ocorrem na a· 
tividade do complemento, nas reações de fixação. BROOKS mediu somente 
pequenas variações de complemento produzidas por lúz ultra-violeta; fi­
cou evidente que maior precisão poderia ser obtida comparando as quanti­
dades de complemento capazes de produzir 50% de hemól1se •. 

Na reação de fixação, após incubação com sôro imune e antígeno, um 
maior volume de complemento é necessário para hemólise de 50%; na téc­
nica de ALBANY os títulos se referem sempre ao complemento que juntado à 
reação, ainda deixa, depois da fixação, uma unidade livre, 

Comparando as mudanças produzidas no complemento por várias quanti­
dades de antígeno e de sôro-imune e projetando as curvas hemolíticas ob­
tidas, as seguintes relaç6es puderam Rer achadas: 

1°) - A mudança na atividade do complemento (ou a .quantidade de com­
plemento fixado) ~ diretamente proporcional l quantidade de antígeno 
presente, desde que um definido excesso de sô~o-imune e0tPja presente, 

2°) -A mudanta na atividade do complemento é diretamente pr6porciq­
nal l quantidade ~e sôro-imune usado, desde que uma quantidade de antí• 
geno capaz de dar uma reação máxima, seje empregada, 

3•) ·Uma relaçio constante existe entre a quantidade de antígeno, 
na presença de um excesso de sôro~imune e a quantidade de sôro-imune na 
presença de um excesso de antígeno que produzem a mesma mudança na ati-
vidade do complemento. · 

Essas relações servem de base para as reações quantitativas de fixa­
ção de complemento, segundo a técnica de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER; 
as mudanças na atividade do complemento são indicadas em unidades 50%; 
nos gráficos 1 e 2 êsses valor~s estão no eixo das ordenadas; em abcis­
sas, as quanti~ades de antígeno ou de sSro empregado (em ml ), 

Para contr8le da reação, dosagens de complPrnento são feitas em pre• 



senç~ de antígeno ou de sôro, para o conhecimento da atividade anticom• 
ple~entar dêsses elementos. Dosagens de complemento foram praticadas com 
misturas de sôro e antígeno, determinandoose diretamente a quantidáde 
necessária para 50% de hemólise, para diferentes diluições de sôro. 

O número de unidades de complemento necessárias para hemólise de 50% 
pr~jetado contra os volumes de sôro empregados de~erminava pontos sôbre 
uma reta. O conhecimento da relação linear entre sôro e complemento per• 
mitia calcular qual seria o número de unidades de complemento necessá­
rias para 50% de hemólise, com 0,05 ml de sôro. 

Uma reação com tal técnica seria impraticável em serviços de saúde 
pública. Se fôsse conhecido o valor médio da constante h da equação que 
re~wciona hemólise com complemento, bastaria um tubo com hemólise parci­
al, para que o número de unidades de complemento necessárias para 50% de 
hemólise pudesse ·ser calculado. Na prática seria a dosagem de complemen­
to, com um único tubo. 

Determinaram~se experimentalmente quais as modificações das curvas 
hemolíticas, por efeito do sôro, antígeno, complexos imunes, temperatura 
de incubação, periodo de hemólise, para diferentes sistemas de fixação 
do complemento. 

As mudanças ocorridas na forma das curvas hemolíticas traduzidas em 
valores paramétricas, foram constantes para um mesmo sistema. 

O conhecimento das constantes paramétricas da linha de regressão, 
traçada como uma curva sigmóide transformada, permitiu o levan't'am'ento de 
tabelas que tornaram prático o teste qiú\ntitativo. 

Em trabalho anterior (ALMEIDA, 1950) mostramos, com exemplos, que as 
curvas sigmóides de resposta, obtidas nas dosagens de complemento, po• 
diam ser expressas em outros sistemas de coordenadas e mencionamos dois 
mais comumente usados: o probítico e o logístico. 

Na base de concordância dos resultados experimentais com os valores 
calculados, ambos os sistemas de coordenadas permitem a retificação da 
curva sigmóide obtida quando se projetam quantidades de complemento con• 
tra graus de hemólise; é impossível dizer qual dos dois sistemas serve 
melhor ao uso, nas dosagens de complemento.·· 

Os probitos foram usados por IPSEN(l941) em seus estudos sôbre lisi• 
nas bacterianas, empregando pesos para melhor seguir a linha de regres• 
são, de acôrdo co~ a hemólise observada •. Na opinião de THOMPSON (1948) o 
sistema de pesos é usado para casos em que o número de indi1íduos é re­
lativamente pequeno (20 ou menos) e toma em consideração somente as su• 
postas fontes de êrro: a variação biológica na resistência individual ao 
agente em questão e o êrro da amostra usando êsse número de indivíduos; 
asse sistema não é apropriado para o caso em que o número de indivíduos 
é grande, como por exemplo, nos testes de fixação de complemento quanti· 
tativa, em que o número de hemácias é de cem milhões ou mais em cada tu­
bo. 

Von KROGH foi o pioneiro no uso de transformação de dados experi­
mentais de bio~ensa1os. Seu trabalho sôbre hemólise hoje é clássico e 
utilizado largamente para a determinação da quantidade de complemento 
necessária para um estipulado grau de hemólise. 

No presente trabalho usamos a função logística de von KR0(1J que na 
sua forma logarítmica .é a seguinte: 

log x ~ log K + h log (y/1-y) 

onde x complemento e y - hemólise; K e h são parâmetros. 



As se fazer . a reac;ão de fixação de complemento, praticamos uma dosa- · 
gem de compl~mento em presença do complexo fixador, depois de um per{odo 
de incubacão preliminar. · Nêsse c·aso, med-imos hem61 ises resul tantea do 
complemento residual C sôbre as hemácias sensibilizadas, · A curTa hemolí­

·tica, nessas condições, · é ainda uma sigm6ide e . a funçã·o logística é em­
presada . para traduzi r os dados experimentais, · Então podemos cons.iderar 
dois métodos de análise dos resultados obtidos: · 

1• aétodo • 
A curva hemolítica é traçada projetando os dados no ·sistema de .orde- · 

nadas: loa x' e loaitoa de y, Os pontos caem numa linha reta na q.ual ·se 
pode determinar qual a quantidade de complemento x 1 que ·seria necessária 
a ser . empregada na reação para que a hemólise fôsse de S~. · Por defini­
ção x' = K•, 

-Essa linha de regressão tem uma inclinação que é i,ual: • 

h • = _fà_~fL~~---
x ;\· logito y 

. !sse é o método utilizado por WADSWOR'IJI~ MALTANER. e MALTANER ~m seus 
est.udos sôbre as reaçõ.es qu~ntitativas . de fixação do complementá,· onde 
sempre se procura determinar qual 
cessária a uma det.erhlinada t·eação, 
u•a unidade i~Tre de complemento. 

seria a quantidade de complemento 8&!'. 

pará q'ue, 'depois da fi'x.aÇãó, 'sobrasse . . . . 

2° método . 
Depois da · incubação preliminar onde complemento, antíaeno e sôro 

estão presentes, determina~ se a quantidade de . complemen~o deixada liTr~. ­
A curTa sigmóide . é retificad'a por projeção no ' siat~·a de c~o~denadas: ' 

-loa. ·de V• e logitos de hemólise. · V• sisnifica Tolume da ' mistura: a in-
clinação da reta é dada pela e~pressão:. 

,. 
· h,Y,= 6. log_~-

6. logi to y 

Esse é o método · utilizado ,por MAYER ET AL (19·48) ·e recentemente em-
preaado por BIER. · SIQUEIRA e FURLANETT0 .-·(1955) em ·seus estudos sôbre a 
reação quantitatiTa - entre · cardioli~ina e ·s6ro sifilítico. :· 

Em determinadas condições hjpode ·ser igual ·l hY,,, r.omo aostraremos 
ao tratarmos . dos ·f&tor.es de · conTersão para o sistema lepra. 

A nomencla.tura uniforme proposta por THOMPSON ET AL. em 1949, . foi 
.adotada neste · trabalho, · tanto para traduzir .as condições da reação, ·como 
para nomear os vários elementos do sistema de fixação do complementóo ' 

As diferentes condições . em que o teste é feit.o, modos d~'eraoscomo 
·se alinham os elementos da reaçio, t:ornam .necessária a adoçio de símbo­
los claramente d~finidos. : As discussões dos ~esultados poderã~ · ser · fei• 
tas sem a necessidade de .a cada passo definir os conc~itq•, que enFão se 
repetiriam por tod.o o texto deste trabalho. : 

Introduzimos, ~or necessidade de -exposição das condições em que a 
reação é praticada, alguns símbolos, definidos como: : 

K• = S,a 

K• 
s ,A = 

K• quando sôro está em excesso· na mistura da reaçã_o, 

K• quando o antígeno está em excesso, em relação . l quanti• 
dade usada de sôro. 

4 



O par~metro h 1 toma iguais designaç5es: 

K' 
S,A 

h' e h' • 
S,a s,A; 

= K' quando sôro e antígeno estão em equivalência; nessas condi 
ç5es a quantidade de complemento fixada ' m6xima. Tal valor­
corresponde a KS A como definido em STANDARD METHODS (1947). 

' 

K' 
S,A 

K' 
S,a 

••• 
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CAPiTULO II 

PREPARO DE ANT!GENOS DO BACILO DA TUBERCULOSE.· 
ANT!GENOS AQUOSOS PRECIPITADOS E ANT!GENOS SO­
LOVEIS EM PIRIDINA.· PROPRIEDADES GERAIS.· 

Os antígenos do bacilo da tuberculose aqui estudados foram prepara­
dos por dois métodos: o primeiro faz a extração dos bacilos com água 
fervente, enquanto o segundo o faz com uma mistura de água-éter-álcool, 
a frio. O primeiro método é empregado no preparo do antígeno aquoso pre• 
cipitado: o segundo nos fornece o material que será solubilizado pela 
pi ri,dina. 
ANTIGENO AQUOSO PRECIPl.TADO 

O antígeno aquoso precipitado é, de acôrdo com PADRON, (1952) prepa-, 
rado a quente, com a seguinte técnica: 

1° Duas gramas de bacilos sêcos, previamente tratados pela acetona, 
são extraídos com 100 ml de água destilada. Levar à ebulição, mantendo 
a suspensão em agitação, por meio de um rotor elétrico. Deixar extrair 
por 90 minutos. 

2° Centrifugar a quente a 3.000 rpm. durante 30 minutos, em copos de 
250 m l. 

3° Colhêr o sobrenadante e ressuspender as células em outros 100 ml 
de água destilada; repetir o processo de extração, combinando os dois 
sobrenadantes. 

4° Esfriar o extrato, deixando em geladeira por toda a noite. Ajus­
tar o pH a 4,0! O, l, com ácido acético 5M; levar de novo à geladeira, 
Se não houver precipitado, juntar 1,0 ml da solução a 1% de cloreto de 
sódio, Deixar precipitar no frio. Centrifugar a 3•C, Desprezar o sobre­
nadante. 

5• Dissolver o precipitado em 20 ml de água destilada ajustando-se 
o pH a 7,2 com NaOH N/1. A solução turva encerra todos os antígenos do 
extrato bruto. 

6° Ajustar o pH a 8,5 e juntar 2/3 do seu volume da mistura cloro­
fórmio-butan~l (5:Í), em funil separador de 150 ml (modêlo SQUIBB)., 
Agitar por 10 minutos. Centrifugar o funil por 40 minutos a 3.000 rpm. 
(suporte lNTERNATlONAL n• 392). Colhêr a camada aquosa em outro funil e 
repetir o tratamento com a solução clorofórmio-butanol, na proporção de 
1/5 do seu volume. 

7° Combinar as camadas aquosas que contém clorofórmio emulsionado e 
butano} dissolvido, além de corpos bacilares e material insolúvel. Cen­
trifugar a 5.000 rpm. em SERVALL durante 1 hora. Colhêr o sobrenadante. 

8• As camadas de clorofórmio são combinadas; ajustar o pH a 8,5 
antes de agitar por 10 minutos com água destilada alcalinizada ao mesmo 
pH, em volume igual à metade da solução cl orof6rmica. Centrifugar.· Fazer 
duas extrações com água, combinando os extratos aquosos que então são 
concentrados em vácuo, em corrente de C02 • O ext.rato concentrado é então 
misturado ao sobrenadante aquoso, descrito em 7°. 

9° As frações aquosas combinadas são dialisadas contra água destila­
da por toda a noite, em constante agitação. 

10• O antígeno aquoso dialisado é então liofilisado e o p6 resultante 
é tratado por uma mistura de álcool-éter (1:1); agitar por uma hora, em 
funil e centrifugar, em tubo. 

~1° O pó sêco obtido depois do tratamento álcool-éter é tratado com 
água destilada a quente. A solução resultante opalescente contém ainda 
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.material insolúvel que é retirado por centrifugação. 
12• Juntar mertiolato para uma concentração final de 1:10.000. - A so­

lução é o antígeno aquoso precipitado que reage com sôro de lepra e de 
tuberculose (humana)~ mas não com sôro imune de cavalo. 

13° A parte solúvel em álcool~éter, quando tratada pela água e diali· 
sada, para remoção dos solventes orgânicos dá uma solução também opales­
cente que reage com sôro de cavalo imunisado - ~ tuberculose, mas não 
fixa -complemento com . sôro humano de lepra ou d~ tuberculose. 
ANTfGENO SOL6VEL EM PIRIDINA . 

A observação de que os antígenos do bacilo da tuberculose eram solú­
veis em piridina se deve a WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN (1931), que 
extraíram os bacilos secos em álcool etílico a quente; os bacilos eram 
retomados em piridina em SOXHLET; o extrato piridínico era sêco e o re­
síduo dissolvido em benzeno, depois do tratamento com acetona a quente. 

A parte insolúvel em acetona e solúvel em benzeno é lecitinada. O 
antígeno de W.K.K. é evaporado e suspenso em solução fisiológica, logo 
antes de usar. _ ---

PANGBORN (1954) verificou que ·ao se fazer a sus.pensão . salina do .an­
tígeno de W.K.K •. uma parte ficava insolú~el e na base do rendimento em 
antíge~o, selecionou um método para preparar o antígeno solúvel em piri­
dina, Esse antígeno, chamado em nosso trabalho de H-A5 é feito de acôrdo 
com a seguinte técn;r.a: 

1•) - Bacilos secos em acetona, · s~o extra{dos a frio com uma mis­
tura de álcool-água e éter (1:1:0,6), com freqUênte agitação, por uma 
hora. 

2•) - Centrifugar. Colhêr o sobrenadante. Os bacilos · são re-extra­
{dos, depois abandonados. o~ sobrenadantes são combinados e concentrados 
por destilação a vácuo. A solução fortemente opalescente é tratada por 
pa-rte igual de acetona e solução hipertônica de · cloreto de sódio·, para 
isotonisar. 

3•) - Deixar . em geladeira por uma noite • . O precipitado é colhido por 
centrifugação e lavado várias vêzes em acetona, antes de secar, 

4°) • Dissolver o precipitado sêco em água destilada, a quente, Cen­
trifugar em SERVALL. a 5,000 rpm. por uma hora, Desprezar o sedimento • 

. 5•)- O sobrenadante é re-precipitado com .acetona e cloreto de só­
dio, como pr~viamente, Secar o precipitado, lavando-o várias vêzes em 
acetona, O . precipitado sêco é então extra{do_ com piridina em temperatura 
ambiente por 24 horas, com . agitação freqOênte. 

6°) - A parte solúvel ·. em piridina representa 60% em pêso do precipi­
tado e tem toda a atividàde antigênica do extrato original, 

7•) -Evaporar a piridina por destilação . a vácuo. O pó resultante é 
dissolvido em água destilada, na propor_..ção de 0,1 g para 100 ml de 
água, lsotonisar com cloreto de _sódio, Esse é o antígeno designado por 

. PANGBORN como .. HA- 5• 
PROPRIEDADES "GERAIS ·oos "ANTfGENOS 

O antígeno aquoso precipitado é bastante impuro, dontendo . proteínas 
desnaturadas, ácidos nuclêicos e grande quantidade de carboidratos as­
sociad·os . a fosfolípides, Sua solubilidade em água, ·a presença constante 
de polisacári~s, sugerem que a atividade antigênica esteja relacionada 
com êsses compostos, uma vez que a parte lipídica não reagiu com o sôro 
humano de tuberculose, Um dos fosfátides que reage com o sôro de cavalo, 
quando associados à lecitina e colesterol, fixa .complemento com sôro 
sifilítico, de maneira idêntica _à cardiolipina, da qual não pode ser di­
ferenciado sorol àgicamente (PANGBORN, 1952). _ 
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O extrato aquoso preparado pela técnica de PADRON parece conter o 
antígeno ligado ~ uma cadeia lipídica que lhe confere solubilidade nos 
solvent~s orgSnicos. Esse complexo pode ser decomposto por tratamento 
com álcool metílico, mas as tentativas feitas para o isolamento do antí ~ 

geno não foram felizes• 

Em resumo~ o princípio antig~nico do extrato aquoso é resistente ao 
calor (100•C. ), insolúvel na acetona e no álcool a 96• G.L., solúvel na 
piridina, nio precipitável pela mistura álcool butílico•clorof6rmio; so~ 
lúvel na mistura aquosa, depois do tratamento com álcool~éter, não é 
dialisáve}, Reação ao carbasol positiva (polisacárides). Em eletroforese 
apresenta quatro componentes: o primeiro corresponde a 20% do total com 
mobilidade igual a 17,5; o segundo, 40% do total, com mobilidade de 
8,76; o terceiro, corresponde a 16% do antígeno total, com mobilidade de 
3,75; o quarto componente, 24% da mistura, co~ muito baixa mobilidade 
para ser medida. A mobilidade é dada em t~rmos de 10-5 cm 2 volt-lseg-1 

em 0,1 N de solução fosfatada tampão de pH = 7,7. 

O antígeno . solúvel em piridina poude ser fracionado pelo metano]. A 
parte solúvel contém pràticamente toda a atividade antig~nica do antíge­
no de piridina; essa fração contém aproximadamente 1,77% de nitrogênio, 
45% de manose e perto de 50% de ácidos graxos. Reação de MOLISH. negati­
va, mas dá uma característica c6r .marron (da manose) com o carbasol. 

Quando a solução em metano] é sêca e tratada pela água, toma um as~ 

pecto de gelatina incolor, com um leve tom fluorescente azulado, sob a 
luz . de WOOD. Quando se junta cloreto de ~ódio, aparece uma turvação, 
por~m não precipi~ação. 

Essa fração : seria um . lipopolisacáride e provAvelmente é o mesmo iso­
lado por FAURE em 1940, por métodos diferentes. 

Outra fração isolada do extrato solúvel em piridina contém 65% de 
fósforo e 0,9% de nitrogênio; é precipitada pelo m~~anol e apresenta-se 
com grande turvação em solução aquosa; não contém açJ~c .ares e é provàvel· 
mente composta de lípides. .. 

As frações .solúveis em piridina, metano] e acet_Óna, apresentam rea~ 
ção de MOLISH negativa, carbasol positiva com aparêíiéia não caracterÍsw 
tica. Um dos fosfolípides isolados dessa . ~istura rea~e com sSro sifi­
lítico, quando em mistura alcoólica com lecitina e colesterol. Outro 
componente encontrado muito se .assemelha a uma cêra, inativa soról'ogi­
camen te. (PANGBORN e ALMEIDA, · -1955 ) • . · 

••• 
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C A P I T U L O III 

OS ELEUEN~0S DA REA910 DE FIXA910 DE COMPLEMENTO. 
DE CARNEIRO. HEMOLISINA. COMPLEMENTO. 

HEMÁCIAS DE CARNEIRO 

I 
HEMACIAS 

Selecionar carnei=oA que apresentem índice de fragilidade globular 
normal. O sangue é colhido em solução citratada e glucosada de ALSEVER, 
segundo BUKANTS, REIN e KENT (1946) e mantido por uma semana em ~eladeia 
ra· para a estabilização da resiHt~ncia globular. 

Na ocasião de der usado. o sangue é centrifugado; desprezar o sobre­
nadante e ressuspender o sedimento em solu~ão fisíológic~. Centrif~gar de 
novo e repetir o processo de lavagem até que o sobrenadante apresente-se 
isento de albumina. 

Utilizar, para a reação. pelo menos tr~s diferentes sangues; mistu­
rar os sedimentos depois de lavados, evitando-se a sensibilização de he­
má·cias por iso•aglutininas. 

Preparar a suspensão a 5% juntando ao sedimento de hemácias a quan­
tidade necessária de solução salina. Aferir a suspensão em fotômetro, 
~nda de 545 mp. (filtro verdeaamarelo} (ALMElDA,1950); a solução de 
0,1 ml da stispensão em 1,4 ml de água destilada deve ter uma densidade 
ótica igual a OPSO ~ 0,01. 

HEMOLISINA 

Inocular coelhos selecionados (por possuírem amboceptores naturais 
anti~carneiro) com hemácias e sôro de carneiro, seiundo o método de UL· 
RICH-MACAR111UR (1942). 

Ao s8ro do coelho imunisado juntar parte igual de glicerina quimica­
mente pu~a. Neste trabalho, hemolisina significa sSro-hemolítico glice­
rinado. 

Para sua dosagem~ a hemolisina é diJuida e as soluções são experi­
mentadas na sensibilização de hemácias padronizadas que então são incu­
badas a 37•C por •15 minutos, em banho•maria, em presença de quantidade 
constant~, de complemento. 

A quantidade de complemento utilizada deve conte~ 1 unidade 50% 
(aproximad~mente 0,3 ml da solução ~ 1~200 de sôro de cobai4). 

As hem6lises parciais obtidas com hemácias diversamente sensibiliza­
das permitem definir nessa dosagem duas zonas bastante nítidas. Na pri­
meira.as hemólises crescem com a maior concentração de hemolisina usadai 
n~sse caso a hem61ise obtida dep~nde do grau de sensibilização da hemá­
cia; na segunda zona. os graus de hemólise são sensivelmente os mesmos, 
embora cada tubo contenha hemácias diferentemente sensibilizadas. O 
tubo. que é o limite entre a primeira e segunda zon~. indica a concen­
tração de hemolisina que produziu a sensibilizaçio máxima dos glóbulos. 
Outr.as concentJ:"ações mais elevadas de hemolisina não mais influem na he­
m6llse. Os ilóbulos se comportam como se estivessem saturados de hemo• 
li sina. 

A dose ótima de hemolisina assim determinada é utilizada na sensibi­
lização das hemácias para uso na reaçio,·Hem,cias pr;ticamente saturadas 
são insensíveis a ulterior acr~3Li~o de amboceptores hemoliticos, como 
os encontrados freqUêntemente no s8ro humano. Nesse caso hem6cias btima­
mente sensibilizadas func1onam apenas como indicador de complemento li· 
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vre e a hemólise independe da presença de hemolisina, Ora, essa é a con• 
diç~o bastante e necessária para o indicador he~olítico funcionar para 
evidenciar complemento, segundo o grati de hemólise obtido, 

COMPLEMENTO 

Soros de cobaias (em média 30 cobaias), de sangue colhido por punção 
cardíaca, são centrifugados, numerados e submetidos ~s provas indivi-
duais de atividade hemolítica. 

A importância prática dessas provas foi demonstrada por GILBERT 
(1933), IIAZEN e GREENSPAfi (1936), GIORDANO e CARLSON (1939) e BARRIS 
( 1941) em diversos sistemas 'ê t~cnicas de fixação do comple'mel\tô, quando 
ao lado da atividade hemo} Ít'ica 'faziam' a prova da reativ-idade do antíge· 
no em presença do complemento, mas na ausência de anticorpo. Soros defi~ 
cientes ou muito potentes em atividade hemolítica ou aquêles que se com~ 
binam com o antígeno, deve~ ser evitados. Os soros de cobaia de ativida~ 
de normal são então misturados, distribuídos em pequenos volumes e m·«n.;. 
tidos congelados, · · · 

WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1931) definiram as capacidades hemo· 
lítica e de fixação, como prop~iedades distintas no complemento; não se 
poderia medir a capacidade de fixação do complemento pela sua atividade 
hemolítica. Em uni determinado sôro de cobaia a atividade hemolítica pode 
ser grande enquanto existe pouca fixabilidade, Quando se preserva com• 
plemento com soluções boratad~s, mantém-se a capacidade hemolítica, mas 
o complemento vai perdendo sua fixabilidade, O uso da mistura de muitos 
soros de cobaia resulta da observação de que pode haver unia proporção 
estatística entre as duas proprie~ades, dando ao complemento um.com~or~ 
tamento uniforme, Nessas condições pode-se determinar ~ fixação do com~ 
plemento pelas mudanças o~o~ridas em s~a capacidade hemolítica. 

O complemento é dosado em presença de hem,cias ~timamente sensibili• 
zadas. Complemento, em diluição em salina é distribuído em d{ferentes 
quantidades (compreendendo de 0,00050 até 0,00250 ml de complemento não 
diluído) em tubos calibrados de 12 X 75 mm. Completar o volume para 0,3 
ml com solução salina e acrescent·ar 0,2 ml de hemácias sensibilizada-s. 
Após 15 minutos a 37•C, juntar aos tubos 1,0 ml de solução fisiológica 
gelada, agitar e centrifugar. Ler hemólise no sobrenadante, por meio do 
colorímetro foto-elétrico, 

Em papel logito-logarítmo projetar os dados da dosagem: complemento 
(x) e hemólise (y), respectivamente logaritmos e loiitos. Pelos pontos 
traçar uma reta que então determina na intersecção com a abcissa 50% de 
hemólise um ponto que projetado sôbre o eixo das ordenadas, determina o 
logarítmo da quantidade de complemento necess,ri& para 50% de hemólise. 

A unidade de complemento normalmente vai de 0,00100 a 0,00175 ml, 
enquanto a inclinaç~o da linha de regressão de sua dosagem tem um valor 
em redor de 0,20 t 0,02. 

Se o co~plemento testado estiver dentro dêsses limites, soluções são 
preparadas contendo uma. duas, três, seis, nove e doze unidades em 
0,1 ml, Feitas as soluções, faz•se o teste de prova com cada uma delas, 
para evidenciar qualquer possível êrro nas diluições. Manter as soluções 
em gêlo fundente até usaolas. 

As soluções de complemento são preparadas diàriamente, assim como a 
suspensão de hemácias. 

• ** 
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C A P f T lJ L O IV 

REAÇAO DE FI X tcÇÃO DO COMPLEMEN'I'O COM SÔRO DI LU IDO. 
EFEITO DO DILUENTE SOBRE O TfTULO DO SÔRO. 

AÇÃO DO C'LCIO E MAGN~SIO. 

SÓRO HUMANO 

O s8ro humano é empregado dJluido ou não, na quantidade de 0,05 ml 
sendo que o volume total da r~açio, antes de se juntar o indicador hemo­
litico, é de 0,3 ml e 0,5 ml depois. 

Quando ne~ess,rio, o sSro é d!luido. O diluente usado tem variado, 
sej{undo as técnicas sôro no~m.,) tem sido empregado na reação de WASSER­
MANN quaPtl ~":i· ', WADSWORTH .. MALTANER e MALTANER; outros sistemas, 
como tuberculose empr·egam ':\duç;ao sah.na boratada enquanto a escola de 
BIER recomenda o U';O d.'l :;olu-:;ão t.~tmponada de veronal, com quantidades 
apropriadas de cálcio e magnés1o. 

O s&ro humano é inativado por ~quecimento a S6•C durante meia hora, 
no dia em que a reação é fe1t~. O s8ro é mantido estéril, distribuído em 
volumes de 1.0 m 1 em g .. lad~ira r>u em ~ongelador. 

Quando o sôrr) se ~tp;·esen• a turvo pela presença de gorduras, costuma­
mos filt.rá"lo em SEITZ Elí. '-':;oro l:ímpido é então inativado. 

As diluições :,ão fe1tl1.·,: em sén.e ar.-itmética, sempre a partir· do sôro 
origina], Procuramos trabalha com concentrações de sSro que se diferen­
ciam umas das outras por uma qu~ntid~de constante. 

DILUENTE 

t quasi sempre n~ceusar1o diluir o s8ro reagente de lepra, na sua 
forma lepromato.,;a, umli "'ez que os títuJos são maiores que lO, na maior 
parte dos casos.· 

S8ro diluido é entio exp~rimentado ~om diferentes quantidades de an­
tígeno e de complemento. 

t de inter~~se &aber qual ~ influ&ncia exercida pelo diluente nas 
reaç6es de f1xaçio de complemento ~m lepra. 

Experimentamos como diluente a soluçio fisio16gica tamponada com 
barato e também sSro humano normal em seguida, comparamos a soluçio 
boratada com o tampio de veronal, com metais (c&lcio e magnésio). 

O quadro I mos~r~ o& reGu]~ados obtidos com solução salina boratada 
e sSro norma~ usados como d1Juentes do s8ro de lepra, segundo métodos 
descritos nos ~apitulos VII e VIII. 

As discrep&ncias m~1ores que 16% definem reaç5es defeituo•as se• 
gundo o conceito q~otado p~ra ~ ava]iaçio e classificação de observa• 
ç6es em testes de anáhses sequéncü!. (THOMPSON, 1949)" 

Em série par.alel~ de t~stes em duph.:ata THOMPSON e SILYERSTEIN 
(1953) encon~rar~m apen~s 1% de observaç6es defeituosas em 300 pares 
de reações, util11ando o meamo d1luent.e e o mesmo antígeno. 

Os nossos dadoa sugerem ser o diluente respons&vel pelo maior nómero 

1 
de reaçõ~s defeituosas encontradas; nio se observa nenhuma tendência pa­
ra títulos m~Ls al~os, se~undo 0 diluente empregado. 

saro humano normal utillz~do nessa série de experi~ncias foi cuida­
dosamente selecionado de crianças, com menos de 5 anos de idade e com 
prova negativa a ~ubex·culina. Todos os 0Z"OS foram previamente testados 
com 3 unid~des de ~omplemen~o e com dose 6tima de antígeno. Sbmente 
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4oram utilizados soros que em 10 minutos de incubação a 37•C mostraram 
hemólise total. A incubação preliminar foi de 90 minutos a 37•C. 

QUADRO I 
, 

TITULOS DE SbROS DE LEFRA LEPROMATOSA DETERMINADOS FOR REAQÃO DE FI-
XAÇÃO DO COMPLEMENTO QUANTITATIVA E DILUIDOS EM SOLUÇÃO FISIOLÓGICA 
BORATADA OU SORO HUMANO NORMAL, 

~----------

__ ,.. ___ 
I Sôro n~ Sol.·bora.tada S6ro normal DiscrepSncia. achada 

.• 

676 24 25 i 4.,1% 
9a6 28 28 o % 
sa6 12 14 1s., a% 

1019 26 22 16,7% 
106 48 48 o·% 

1\".' 

''2% 1066 80 86 7, 
1200 a7 as 6,6% 
4966 4a4 446 2,7% 

649 88 47 21., 2% 
499 -11 12 9., 6% 

1008 160 148 7,8% 
1061 H~ 16 2a.,e% 
!'065 a25 840 4.,6% 

576 272 290 6 1 4% 
122'7 420 42P q''r% 

00 780 710 l 9, 4% 
' i . I .. 

Observaçao: antígeno us,do: HA-5 lecit$nado a 0,005%. · 
, 88ro normal: mistura. de soros de crianças .de 2 a. 5 anos de 

idadep tuberculino negativas (Mantoux a 1:10).· 

(A soluça.8 fisioldgica borata.da ~ ~reparada diluindo um volume da 
solução ta.mpl~ de borato em nove volumes de soluç~o a 0,85% de cloreto 
de s&dio.· A solução tampão de bora.tci ~preparada tomando 6 1 2 g de ~cido 

bd~ico em um copo com 52,5 ml de soda normal.· Dissolver e passar para 
um balão volum~trico de 1 l:lt:tro; juntar 47., 5 ml de ácido clorídrico 
normal.·Completar o volume com água destilada.· Distribuir e autoclava.r 
por ao minutos a. 115 libras de pressão).· 

A soXução salina. de veronal foi preparada diluindo 85,0 g de cloreto 
de sddio, 5,'75 g de ~cido 5-6-dietilbarbitÚrico e 3,'75 g de 5-5-dietil­
barbiturato de s6dio em 2 litros de água destilada..· Ao usar, diluir uma. 
parte dessa solução em 5 partes de água destilada.·Juntar então cloreto 
de cálcio e cloreto de ma.gn~sio para. as concentrações respectivas de 
0,00015 Me 0_,0005 M.· 

J efeito do magnésio em salina tamponada com veronal foi estudado 
por MAYER ET ALo. (1946) que concluíram dever ser recomendado seu uso nas 
reações de fixação de complemento. O complemento se apresentava mais 
ativo com magnésio que com solução fisiológica. 

Em uma série de trabalhos LEVINE ET AL (1953, 1954) est~daram o pa• 
pel desempenhado pelo cálcio ionisado na fixação do complem~nto e conQ 
cluiram ser êsse elemento essencial à reação. O cálcio seria necessário 
A união do complemento ao complexo antí~eno~anticor~o, ao passo que o 
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magnésio agiria, por mecanismo desconhecido, sôbre a ativação da hernó­
lise; êsses dois metais seriam indispensáveis ionios nas reações de fi· 
xação do complemento. 

Estudando o efeito da diluição do sôro de lepra com salina-veronal, 
com cálcio e magnésio, em comparação com a titulaiern feita com diluições 
em salina boratada~ verificamos pronunciada alteração na reação quanto ~­
quantidade de sôro capaz de dar, em presença do antígeno, 50% de hernóli­
se com 6 ou 12 unidades de complemento. Os testes foram feitos ao mesmo 
tempo. 

Os protocolos I e li mostram que se considerarmos as duas reações 
com o mesmo valor absoluto da unidade de complemento (em têrrnos de sôro 
de cobaia) os títulos são os mesmos, quer em salina boratada, quer em 
salina•veronal com metais, pois 1,7 unidades-veronal equival~rarn a uma 
unidade salina-boratada. 

As inclinações das linhas de regressão sôro~complernento são iiuais 
e portanto os títulos por acréscimo são os mesmos. Se aplicarmos o rnéto• 
do I ·(~TANDARD METHODS,. 1947) para a titulagern dêsse sôro diluido em sa• 
lina boratada ou em veronal com cálcio e rnagn~sio, verificaremos que o 
título do sôro não variou, corrigida a unidade de complemento com o con•­
trôle do sôro (MALTANER e ALMEIDA, 1948). 

Corno cálcio e magnésio são necessários l fixação do complemento e ~ 
hernólise, a experi~ncia sugere que existe no sôro humano quantidades 
apropriadas dêsses elementos. 

Na técnica quantitativa de W.M.M. a quantidade de sôro é relativa• 
mente grande em comparação com os outros elementos, pois empregamos 0,05 
ml de sôro para um volume total de reaçãõ igual a 0~3 ml. Se a diluição 
do sôro é feita com sôro humano norrnal,não haverá razões para suplemen­
tar Ca++ e Mg++ o teor dêsses ionios presentes na reação; outras vêz~ 
êsses metais são supridos pelo próprio sôro de cobaia, usado em concen• 
tração grande (diluições 1:10 a 1:5), na técnica de WADSWORTH~ MALTANER 
e MALTANER. Consideramos portanto desnecessário· na técnica gue adota~& 
o uso da solução tarnponada de veronal, com Ca++e Mg~+ pois usamos di· 
luir o s6ro leproso em sôro normal. Os outros elementos da reação são 
diluídos em salina boratada. 

OBSERVAÇÃO 

Os protocolos I e II mostram reaç5es praticadas com diferentes doses 
de antígeno. Como veremos mais adiante, os títulos por acréscir.w não são 
afetados por excesso de antígeno. A comparação ~os títulos se deve fazer 
depois de corrigir a unidade para um dos sistemas: veronal•Ca++-Mg++ ou 
salina boratada. 

~ de se esperar que sendo o título dado em número de unidades de 
complemento o valor achado com veronal seja 1,7 vêzes maior que o deter­
minado com salina. Realmente foi essa a reação encontrada: 35,6/21 = 1,~· 

* ** 



PROTOCOLO I . 

REAÇÕES· 0011 OS ELEJIEN70S DILUI DOS Ell SOLUÇÃO SALINA .OORATADA 

I 
ANTIGENO K•A5 LECITINADO A 0,015% (at) 

SORO DE LEPRA ó,020 0_,015 0,010 0,006 0,0~9 0,015 0,010 0,006 

lfo 22455 UlfiDADBS DB COKPLBKBlfTO 

e 12 

al HEMÓL I SE % 

o,oao o o o o 60 26 as 86 
0,020 o o o o 100 100 100 100 
0_,015 46 10 10 o 
0,010 100- 96" 86 80 
0,008 100 100 100 100 

OONTRDLES 

DO ANT!GiNO CO~ 
2 UlfiDADBS DB '76 . 80 90 96 
COIIPLIIKBNTO 

·-

.,. 
DAS HJB)(J.CIAS DO SORO, · CQJ( UNI-

DADBS DB COIIPLBKENTO DO COKPLB)(IIlfTO CO)(: SlllfSIBILIZADAS 

1 u 2 u 1J u 1 u 2 u 

40 90 100 60 100 o 
. 

T~apera tura de incubação 37~; . teapo. - 90 ai nu tos; . hea6lise ea 15 ai nu tos 

OBSERVAÇÃO!· 

Todos os eleaentos da reação fora• diluidos coa solução salina boro• 
tada; o aesao diluente foi utilizado para coapletor o voluae de 1.5 al 
necessário ~ leitura da hea6lise ea espectrofot8aetro.j 



PROTOCOLO I I 

REAÇÕES COM OS ELEMENTOS DILUIDOS EM SALINA-VERONAL COM Ca++ e Mg++ 

p 

O, 05% ( m l) ANTIGENO HA-5 LECITINADO A 

SÔRO 0,020 0,015 0,010 0,005 0,020 0,015 0,010 0,005 

DE LEPRA 
NQ 22455 UNIDADES DE COMPLEMENTO 

6 12 

HEMÓLISE % 

0,015 o o o o 70 85 10 o 
0,010 o o o o 100 QO 90 75 
0,008 o o o o 100 100 100 100 
0,006 20 80 10 o 
0,004 100 100 80 85 
0,002 100 100 100 100 

CONTRÔLES 

, 
DO ANTil:JENO 
COM 2 u. DE 80 RO 95 Ç)5 

COMPLEMI::NTO 

DO SÔRO, COM UNIDA- DO C0Mf'LEMEN10 COM: DAS HEMÁCIAS 
DES DE COMPLEMENTO SENSIBILIZADAS 

1 u I 2 u 8 u 1 u I ;3 1J 

O% 
5 55 85 55 100 

Tempe'"atura de incubação 37°C; tempo 90 mwutos; hemólise em 15 minutos. 

OBSERVAÇÃO· 

Todos os elementos da reação foram dtluidos com solução salina tam~ 

ponada de veronal, com magnésio e cálcio; o mesmo diluente foi utilizado 
para completar o volume de 1,5 ml necessário ?L leitura da hemólise em 
espe~trofotômetro. 

15 



CÁLCULO DO. Tf.TULO 
T = ~-~: ~~ ~ . O, O 6 

De ac8rdo com as hem6lises parci~i~ obtidas com 12 e 6 unidades 
de complemento, · calculamos K' s ;. IA. para cada dilui9ão de ant!geno 
(TABELA li) 

REAÇÕES COM SAL}NA-BORATADA 

S 0 R O 

o,oao 
0,015 
0;080 
0,0115 
o,oao 
0,010 
o,oao 
0;010 

HEMÓi..i SE % 

6 u 1 i2 u. 

50 
46 

26 
10 

as 
85 

815 
80 

K's,A 

12 
6,2 

115 , . 6 
8,9 

18,6 
4, 9 

1a,e 
6, 1 . 

REAÇÕES COM VERONAL~C~++Mg++ 

0;010 715 10,8 
0,004 85 6, 6 
0,010 90 9,0 
0,004 80 6,1 ' 
0,0115 as 18,6 
o.,ooe ao 6,1:1 
0,010 70 10,6 
0;0015 20 7, 4 

L}_ SÔRO 6K' A s, 
, . 

TI TULO 

0,0115 6,8 19,a 

0,0115 6,6 22,0 

0,020 21;8 

0,020 8,6 21,8 

21jt • 

o,oo6 8,8 a1, 1:7 

0,006 a, 9 a2; 6 

0,009 6,9 as, 8 

0,004 a, 2 40,0 

, 
M~DIO TITULO 85,6 

Rela9ão entre unidades · de complemento determinadas com os dois dilu­
entesj • em presenpa de 0,015 ml de s8ro.· 

1 ·unidade salina= 1j7 unidades veronal 

! de se esperar que sendo o título dado em número de unidades de com­
plemento que o valor achado com verona.l seja. lj~ v8zes maior que o dete,t 
minado com salina. : Realmente foi essa a rela9io encontrada : 

as,e/21;1 ~ 1;~ 
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CAPITULO V 

CURVAS DE ISOFIXAÇÃO COMO M~TODO DE ESTUDO DAS 
REAÇÕES QUANTITATIVAS DE FIXAÇÃO DO COMPL~MENTO 

A REAÇÃO ANTfGENO-ANTIOORPO-OOMPLEMENTO 
Quando estudamos um novo si~tema de fixação do complemento, precisa­

m os c ori~h e c e r o t i p o de r e a ç ã o , v e r i f i c ando a e x i s t ê n c i a de p o s s í v e i s 
efeitos zonais por excesso de antígeno. · 

Um m'todo utilizado em todas as t'cnicas de fixação do ~omplemento 
consiste em fazer reagir diferentes concentraç5es de antígeno com : diver­

·sas diluiç5es de sSro, a quantidade de complemento ·sendo mantida cons~ 
tante. ' (Técnica de titulação em bloco, BIER, · 1955). , 

Em nosso trabalho também utilizamos êsse método, porém com dife­
rente interpretação, projetando antígeno em abcissas contra s8ro em or• 
denadas. As quantidades de um e outro são escolhidas como aquelas que 
reagindo, formam complexos antígeno-anticorpo dotados da mesma capaci­
dade de fixar complemento. · 

Se empregarmos, por exemplo, seis unidades de complemento, escolhe• 
remos as quantidades de sSro e de antígeno capazes de ~eagir com o com• 
plemento, fixando 5 unidades.•O ponto 50% de hem6lise, por ser mais pre• 
ciso, deve ter prefer~ncia, . embora se possa selecion~r qualquer outro. •A 
projeção determina pontos em uma curva·que denominamos .curva de.isofiza• 
çio pois em todos os seus pontos a fixação do compleme~to foi a mesma. · 
(ALMEIDA,· 1955). : 

Podemos levantar outras curvas de isofixação para o sistema em estu• 
do; o gráfico III apresenta duas curvas de isofixação determinadas: cottL: 
seis e nove unidades de complemento, traduzindo as relaç5es qua~titati• 
vas entre sSro e antígeno {protocolo III . e IV). 

Dessa forma dizer que a mistura s8ro•antígeno fixou cinco unidades 
de complemento quando sei$ estavam presentes não significa o conheci• 
mento da reatividade do sôro ou do antígeno, pois pode depender signifi• 
cantemente da quantidade do outro componente presente; podemos dizer que 
a quantidade de complemento fixado é uma · função das proporções relativas 
em. que antígeno e anticorpo estão pr~sentes na mistura • . 

A função de isofixação poderia ter a expressão:• 

Q. = f(W,Z) 

onde Q.' a quantidade de complemento fixado pelo complexo imune formado 
pela antígeno W e pelo anticorpo, contido no sôro,Z.' 

Quando W torna•se muito grande em relação a Z, podemos experar que 

Q = f(Z) 

Quando Z decresce, Q tende para zero desde que W não seja anticom• 
plementaro• 

Essa condição é encontrada, quando acr éscimos significantes de antJ 
geno não exigem o decr,scimo correspondente da quantidade de sôro, para 
formar um complexo de isofixação. Nesse caso, a fixação do complemento 
depende da quantidade de anticorpo presente, pois variaç5es nas quanti• 
dades de antígeno não afetam a reação. • Assim os pontos de isofixação 
descrevem uma curva com uma parte assint6tica ao eixo d~s abcissas. · 

Outras curvas de isofixação podem ·ser traçadas empregando diferentes 



quantidades de complemento. O ar6fico IV nos mostra a~ curvas obtldaa 
com trh, seis, nove e dou unidades ~e complemento,· co• s8ro de le-pra e 
antíaeno lecitinado HA-5 
· Quando a reação se fas coa 0,010 al de antíieno ou aais, a fi~ação 
depende da quantidade de ··s6ro preseater• 

Q. = Í"<z>· . .;-· 

São essas as coadiçõea aecess6rias e suficieates para a deteraiaaÇão 
do titulo de um ·s8ro, de acSrdo com os conceitos definidos no cap:ttulo 
VII .. : 

Outra condição encontra.t.a na curva de isofixação é aostrada pelo 
raao . vertical da curva. •Neaaa par~e, o s8ro .(Z) torna·•• auito araade .ea 
relação l ' quantidade de antígeno ' presente (W) e·· então: · 

Realaente a quantidade de coapleaento fisado depende da qaaatidadl 
de alltíieno presente, pois aumentos consider6Yeis de sSro pouco· afetiui t 
reathidade da mhtura em que ·.ie ·forma o complexo imune com andseno (W) 

·e. anticorpo presente, expres•o em t~rmos de · a&ro z~. . . 
Neste caso obteaos condições para que o coapleaento fixado ~penda . 

da quantidade de antígeno presente, ou ea outras palavraa, o r-*o ver• 
tical da curva de isofixação indica as condições nas quais a dosaie• do 
antí1eno deve ser feita. · . 

O . gr~fico ._ Y nos_ aostra duas curvas de isofixação. ·Aa quantidades de 
antíaeno, presentes na reação coa excesso de sSro, quando projetadas · c~a 
tra aa unidades de compleaento fixado, · desc:revea pon·tos s8bre uaa reta~ · 
O título · do ~ntiseno pode ser calculado segundo os conceitos d~fi~idó~ 
no capítulo VI. _; 

A parte da curva de isofixação que lia• as duasassíntotas é a .aona 
ea que a quantidade de.compleaento fixado depende tanto do antíieno coao 
do ·anticorpo, sendo portanto impossível avaliar a reati?idade de um ou 
outro em t~rmoa de complemento fixado. •Easa zona mostra ·condições inde-

·sej6Yeis .nas reações de fixação do compleaento, · onde devemos ter apenas 
uaa vari6Yel para ser determinada. · · 

Na realidade a condiçio ideal de ·se fazer a doaa1em apenas de ua doa 
elementos, antí1eno ou anticorpo, nunca é atin1ida, poi1 os ramos da 
curva de iaofixação não são assíntotas verdadeiras, indicando que . a fi· 
xação, ea tedoa os pontos, 4epende de ambos os elementos, e•bora possa 
depender maia de a. que de outro. · 

Na pr,tica consideramos que a função 

Q. = f(W,Z) 

possa ser tomada como: -

Q. = f(W) 

ou coao: · 

Q. = f(Z) 

dependendo das proporções em que ~ases elementos (antíaeno ou s8ro) ea• 



tão presentes na mistura-reação. 
Devemo~no entanto,considerar as curvas de isofixação obtidas com 

antígenos que apresentam a capacidade de inibir a reação, quando em ex­
cesso. ~ o caso típico da cardiolipina que · apresenta curvas em que · a as­
síntota hocizontal passa por uma inflexão. A quantidade · de antígeno que 
reage com o mínimo de sSro é indicada por um ponto bastante nítido cor­
respondente à · dou de rea ti v idade aúiaa, segundo WADSWORTH~ MALTANER e 
MALTANER, .- (1938 ). 

Curv~s de : isofixas~o . no. sist~ma tubercqlose . serviram para a dete~­
minação _da prop9rção e~ que _ sSro e . ant!geno aquoso se combinam para for­
mar complexos com definida capacidade fixadora de complemento(WADSWORTH, : 
MALTANER e MALTANER, : 1938 ). ; O mét9do consistia . em det~~minar as rel ac;õe~ 
lineares entre · sSro e · complemento,assim . como as . e~contradas entre antí­
geno e complemento. ; Essas linhas de · regressão eram comparadas pelo quo­
ciente de suas inclinações. ' 

O quociente indicaria~ capacidade · de · reação entre antígeno e · anti • 
corpo. ; Testes feitos em divers~s ocasiões, demonstraram um quociente 
constante para cada sSro examiriado, · embora complemento e hemácias fossem 
diferentes. : Manteve-se con.stante · o antígeno aquoso nessa série de expe­
ri8ncias. : Essas relações encontradas na an,lise· das curvas de isofixação 
iriam permitir a determiriação quantitativa de antígeno ou anticorpo, · por 
técnica de fixação de complemento. 

• ••• 



'GRÁFIW III . 

Curvas de isofixaçiio CO!Il antígeno lecitinado 
e s8ro de lepra n9 , LP ·(Pro toco lo III) 

0,0100 

0,005 

0,005 

9 

0,010 

,.z de an t ígeno 

• 
6 

9 unidades de complemento 

6 unidades de compleaento 

0,015 o,ozo 



'GRÁFIOO IV 

Curva de isofixação co• 
e:icesso de antígeno.] 

' (Protocolo IV) 

SISTEMA LEPRA 

o 

9 u 

~~--------------~AL-----------------~---A0~--------------------~AL-----·----------~8~QL_ __ a_o 

0,005 o .. cuo 0,015 O,<i>20 
,.z de an t {geno 



0,0200 

o, 0160 

al sQ.ro 
n° . 5155 

0 , 0100 

0,0060 

'GRÁFICX> V 

Curvas de isofixação e• lepra. ; 
Ant (geno BA-5 Zeci tinado a 0,05% 

·(Protocolo não apruentado) 

-· 
o 

• 
b 

9 unidades de compleaento 

6 unidades de co•ple•ento 

0,006 0,010 

•l de an t (geno 



PROTOCOLO . III . 

CúRV AS DE, I SOFIXAtXO . EM LEPRA 
(grafico III) 

~.Ô RO IP DILUIÇÕES DE AN.TÍGENO HA-5 LECITINADO 
!---""" 

A oj oo5% 1:' 

m l 50 a a 26 17 1'8 6,7 5,0 4,0 a, a 2, 6 

HEMOLISE % COM 9 UNIDADES DE COMPLl!lWENTO 
---~-- --·- l ---! I 

t í 
o ,.0100 ,, 67 ao 12 o o o r o I o o o 

01_0050 70 27 10 o o o 1. o o o o I 
o,ooao Q8 52 a'7 . o o o i o o o o 

0,0020 100 100 100 '70 45 o o o o o 

0,0016 100 100 1 '00 100 100 ao 5 o o o 

~;~~~ 
100 85 60 25 o 

100 40 10 
0,0008 100 60 25 
0,0007 lliL 40 ,ooo6 I 156 

1o, 0005 
_i. . 1:.5 

~· ... -
l HEMÓLISE % COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO 

~,0100 
_ _.. . .,. 

I I 68 a5 10 o 

I ;o, 0050 60 46 20 5 o j 

jo, oo ao 75 40 15 10 o i 
90 .e o ao 10 . o ,0 _, 0020 ~ i0,0016 100 ro 65 26 i 5 o 

!o, 0010 100 96 6P 5 o 
0,0009 (, 190 i 80 10 o 
0,0008 1 '100 

I. 
90 15 o 

0,000'7 100 ao 10 o 
o,ooo6 100 50 25 16 o 
0,0006 I . 100 '70 55 16 o 

i 
100 [O, 0004 90 86 60 50 16 

jo,oooa I 100 95 '75 60 

[o,ooo2 ! 100 90 

'" 

SÔRO 
, 

COMPLEMENTO COM i DO COM: DAS HEMACIAS 

lU 2U 1U -.L .. 2U SENSIBILIZADAS 
.. , 

I 1 5% 90% 
. 

45% 100% O% 

···-···L----··· ·····-~ 

In cubação prelimina r:· 376 C por 90 minutos 

Incubação de hemól i se : -::".37•c por 15 minutos 



PROTOOOLO l .V 

B8BO DI 
·LIPRA lo 9 

t-- al 
. 0:,0016 

0;,0010 
0,0006 
0:,0008 

. 0,0060 
0,0040 
0;,0080 
0;,:0)215 
o,ooao 
0,0015 
0,0010 

o,oo50 
0;,00~ 

o,oo80 · 
0,00215 
0,0020 
0,00115 

0;,0080 
0,00150· 
0,0040 
0;,0085 
0,0080 
0,0025 

CONTROLES 

· cOBVAS DI ~SO.IXAÇJO CÓK IXCISSO DI AWTtGIIO 
(grafico IV) 

al DI AWTtGIIO 

o,o2o . o,ous · o_!.~~- _l _o,o~~--J o,008 0,001 
·· ' · · ·· ·óLt · . . · · :>M l_m.t·' !<l~J:s DI ·ôo · LBIMBJTO c; ·---0~ õ .. U .. Q ····:-o -- ~~~. . .. . .. ó...._ ___ ~ ·-·-õ-...... T .. "'ió _ _;__ 

o o o· o o 215 
815 86 80 815 815 1515 
50 50 56 1515 50 '70 

6 u·IIDADIB DI OOIIPLIKIITO 

o o o o o 1515 
o · ·O · o o 5 80 
o o o o 25 90 • 

15 15 5 10 28 100 
6 5 6 25 815 100 

85 85 86 80 90 100· 

'70 85 90 100 100 100 
• 

9 URiDAD.IIIB DI COKPLBKBRTO 

o o o 10 e o 90 
o o 10 80 90· ·100· 
o 15 115 80 100 · 100 
5 10 80 '70 100 100 

'70 '70 86 90 100 100 
80 80 · 80 90 . 100 100· 

. 12 UIIDADIS DI COIIPLIIOITO 

o o o .·15 85 100· 

5 10 10 45 100 100 · 

25 2,6 25 4() · 90 100 
!SO 55 . 155 '76 100 .. 100· 
eo '70 815 90 100 100 
85 86 ao · 100 100 · 100 

I DO AITIGBWQ COK a UWIDADBS D:i -cq_~I~iK_!!L~<?.- -=· · r--=- . I 
8o 1 86 1 e~_ 1 1oo __ ·· 1o_o ... · 1oo ·-··- : 

DO COIIPLBilBWTO COK: !?2...~~~-9?,11_ : ___ ·-· -1 DAS HEilÁCU.S sÊW_:--
1
; 

1~ 9~: 5~ . ·--··t. -~~~----t SIBILI;~DAB · : i 



C A P f. T U L O VI 

I ~ 

LINEARIDADE ENTRE ANTIGENO E COMPLEMENTO. INFLUENCIA 
DA QUANTIDADE DE SÔRO PRESENTE NA RE~QXO. 

Os gráficos III e V mostram exemplos típicos de curvas de isofixaç~ 
onde cada ponto traduz a quantidade de antígeno e a de anticorpo capazes 
de formar um complexo imune com determinada afinidade para o complement~ · 

Por conveniência de precisão, tomamos o ponto 50% de hemólise como 
referência. · Assim, se 3 unidades de complemento são inicialmente junta• 
das aos tubos contendo diferentes concentraç5e~ de antígeno e de s8ro, a 
reação se processa com intensidade bastante diversa, segundo a quantida­
de relativa dos elementos que formam o complexo fixador de complemento.· 
Muitos tubos mostram hemólise total~ outros nenhuma; entre ~sses extre­
mos encontramos graus de hemólise parcial e diretamente ou por c'lculo, 
determinamos o ponto 50% d.e hemólise. 

Dessa forma são traçadas curvas de isofixação, para cada quantidade 
de complemento utilizadas normalmente; podemos então ter uma ou mais 
curvas e estudar as relações quantitativas entre os elementos da reação 
de fixação de complemento. 

Verificamos nos gráficos III . e V que as assíntotas verticais das 
curvas de isofixação in~icam prAticamente a 1ndepend~ncia da fixação do 
complemento em relação ~ . quantidade de s8ro presente, desde que o 6ltimo 
se encontre em grande excesso. · 

Realmente as quantidades necessárias de complemento para 50% de he· 
mólise (K's.a> nessas condiç5es variam linearmente com . a quantidade de 
antígeno presente na reação. São essas as condições necessárias e sufi· 
cientes para a avaliação da reatividade do antígeno! excesso de sSro e 
determinação das quantidades de antígeno necessárias para formar comple­
xos capazes de fixar duas, cinco, oito ou onze ~nidades de complemento, 
quando três, seis, nove ou doze unidades estão inicialmente presentes na 
reação. · 

O título do antígeno é dado pela inclinação da linha de regressão 
encontrada entre complemento e antígeno. · 

t no entanto necessArio fazer um reparo ao tipo de dosagem que pro• 
cura conhecer a capacidade de re~~ão do antígeno, em condições que per• 
mitam uma reação máxima. A dosagem indica a concentração do material an­
tigênico e os títulos determinados por êsse método servem (ara estudo 
compa~ativo entre antígenos de diversas partidas. · 

Para a comparação de antígenos empregamos um mesmo s8ro, pois, como 
veremos, os parâmetros da linha antígeno-complemento sofrem alterações, 
quando as assíntotas verticais das curvas de isofixação não são parale• 
las, ao eixo do s8ro; a posição relativa das linhas de isofixação sofre 
variações segundo o sôro experimentado. · 

O método não nos informa s8bre a dose de antígeno a ser e~pregada na 
reação; a determinação das doses ótimas ou de máxima reatividade pode 
ser feita por diferentes métodos, utilizando s8ro diluído. · 

A quantidade de s8ro presente na dosagem de antígeno nos dá a inc~i­
nação da linha de regressão complemento-antígeno, com (OSsÍveis altera• 
ções no outro parâmetro que é a intersecção da linha com o eixo do com• 
plemento (ordenadas). Assim na família de curvas de isofixação do gráfi­
co VI, cada uma das quantidades de sôro empregado no teste exige, na zo­
na das assíntotas verticais, quantidades de antÍgeno para 50% de hemóli· 
se. Essas quantidades de . antígeno quando projetadas con~ra as quantida• 
des de complemento usadas determinam pontos sôbre uma r~ta. Fademos ter 



.assim diferentes . linhas de regressão ant íseno-compl emento (gráfico VI), 
cada uma delas com valores diversos não só de sua inclinação como de sua 
intersecção com o eixo das ordenadas. · No gráfico VI, vemos que das li­
nhas traçadas, a que foi levantada com 0,0025 ml de sôro, teve sua ori­
gem em 1,0 unidade de - complemento, com uma inclinação de 4800; outras 
quantidades de ·s8ro influenciam os parimetros da relação linear entre 
antígeno e com :plemento, quando as linhas de isofixação não são para• 
lelas. · 

. ~ preciso salientar que a intersecção da linha de resressão comple­
mento-antígeno é apenas um ponto geométrico e a sua determinação é feita 
para permitir o ciÍlculo do título do .antígeno (pois é um dos parâmetros 
da reta), pelo método de WADSWORTH, -MALTANER e MALTANER • . 

Se, no entanto, considerarmos o título do antígeno como igual à sua 
inclinação, poderemos comparar .antígenos, desde que usemos o mesmo ·sôro. · 
O títuló. do antígeno seria então : • 

Título do antíseno /j. complemento 

L1 antígeno 

Êsse conceito foi adotado por RI.CE (1946) na ti tul agem de antígenos 
preparado$ de vacina, em presença de sôro de coelho imunisado. · 

A relação entre complemento e antígeno pode ser utilizada como mé• 
todo da medida para a atividade antigênica, depois de conhecidas suas 
linhas de isofixação. Se ·são paralelas entre si e ao eixo do sôro (orde­
nadas) podemos empregar o processo com excesso de sôro, pois procuramos 
encontrar condições em que a capacidade de fixação do complemento do 
complexo dependa mais do elemento que está em menor proporção, que é o 
antígeno. A projeção antígenoacomplemento na realidade significa proje­
ção de complexo imune em têrmos de antígeno contra complemento necessá-
r1o para 50% de hemólise . · 

Se as condições da reação permitirem tal tradução podemos dizer que 

K' = . a + b.W 
s.a 

para S em excesso. 

Para uma determinada quantidade de ·sôro (Z) podemos dizer, que (se 
as relações entre s8ro e antígeno estiverem ~ ~arte vertical da curva 
de isofixação) a quantidade de complemento fixado é diretamente propor­
cional à quantidade de antígeno (W) presente. · 

* ..... 



GRÁFICO VI . 
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Rélação coapleaento-antígeno e• presença 
de diversas quantidades de s8ro de lepra 
n• 5155 (da parte vertical do gráfico V). 
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C A P I . T U L O VII 

LINEARIDADE ENTRE SÔRO E COMPLEMENTO.· INFLUÊNCIA 
DA QUANTIDADE DE ANT1GENO PRESENTE NÀ REAQ~O. 

Podemos verificarw .analisando o ~ráfico IVP que já com 0,010 ml de 
antígeno~ as curvas de isofixaçio de tr~s . seis, nove e doze unidades de 
complemento, ficam paralelas ao eixo do antígeno (abcissas), No caso 
presente, maiores quantidades de antígeno não afetam - sensivelmente as 
quantidades de s6ro necessárias para a formação de complexos capazes de 
fixar duas, cinco, oito ou onze unidades de complemento, quando tr~s, 
seis, nove e doze estão inicialmente presentes, Nessas condiç5es, a quao 
tidade de complemento fixado dependerá da quantidade de sôro presente, 
nas reaç5es com 0,010 ml ou mais de antígeno, • 

Essa é a condição ideal para a dosagem de soros, e então podemos 
dizer que a fixação é função da quantidade de s8ro presente. ; 

No entanto, somos obrigados aqui a fazer o mesmo reparo em relação a 
essa condição de depend~ncia, uma vez que na realidade, a formação do 
complexo fixador de complemento depende sempre do antí~eno,rAs linhas de 
isofixação do gr,fico IY são aparentement, assíntotas, mas se estender­
mos em maior amplitude a concentração do antígeno, podemos fàcilmente 
verificar que elas se ·aproximam da abcissa ~ medida que a concentração 
de antígeno aumenta, ·Outras v~zes,a linha de isofixação sofre a influên­
cia da ação anticomplementar que então se faz sentir com as maiores do­
ses de antígeno. Podemos dizer que condiç6es devem ser procuradas para a 
reação de fixação do complemento, de forma a se obter uma proporcion~i· 
dade entre complemento fixado e a quantidade de anticorpo (em t~rmos de 
s8ro) ~r~sente, . degde que antígeno esteja em concentração suficiente~ Na 
verdade as assíntotas indicam uma relativa independ~ncia entre sôro e 
antí~eno, em uma zona que se estende desde 0,010 ml, · até 0,020 ml. · de 
antígeno (gráfico IV). · 

Projetando as quantidades de complemento necessárias para 50% de he­
m6lise contra as quantidades de ·sôro usadas, determinamos pontos s8bre 
uma reta. · Essa linha de regressão permite o cálculo do título do sôro 
em t~rmos de sua inclinação. 

Evitamos, de propósito, distinguir qual a quantidade de antígeno que 
deve ~er usada na titulagem do sôroo ' Nos trabalhos de fixação do comple­
mento, ~nfase é dada } propriedade que certos antígenos possuem, de ini­
bir a reação, quando em excesso; um exemplo é dado pel~ cardiolipina e 
sôro sifilítico (ver gráfico X). 

Neste caso a dQse de antígeno a ser usada deve - ser relativa ~ in­
tensidade da reação esperada, que por sua·vez, depende da quantidade de 
anticorpos presentes no sôro em exame. ' 

Nos antÍEenos preparados de bacilós da tuberculose podemos encontrar 
~sse efeito zona}, com maior ou menor intensidade, não s6 na reação com 
sôr~ ~e lepra, como tambem nos contrôles da ação anticomplementar do an­
tígeno. · 

A d~terminaçio da quantidade de antígeno necessária para produzir 
uma reaçio max1ma é feita experimentando-se diferentes diluiç5es de an­
tígeno com outras de sôro, complemento sendo constante.,·A quantidade de 
antígeno capaz de evidenciar a menor quantidade de sôro reagente é toma­
da como dose de máxima reatividadeo ; 

A dose de máxima reatividade varia para cada quantidade de comple~ 
mento usada no teste.,Em técnicas que empregam quatro diferentes concen-
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'GRÁFIOO VII. 

'R~lação s8ro•complemento em presença de excesso de antígeno. 
'(Protocolo IV e 'Gráfico I .V) _ 

Antígeno HA·S diluído a 1:6;67 '(= 0,015 al). 
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'GRÁFICXJ VIII 

Cu r vas de i so_fixação 'com ant{geno HA-5 e sôro 
de lep r a n° : 124, • com quatro quantidades de 
complemento. (Protocolo V, · página 31) 
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P80TOroLO . V 

I 

WRVAS DE ISOFIXAÇ%0COM.EXCESSO DE"ANTIGENO 

S5RO DE LEPRA ml DE ANTÍGENO HA-5 LECITINADO A 0,05% 
N~ 124 0,020 0,010 O, 008 O, 006 o 004 0,002 O.OO:lB 0,0012 
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'GRÁFICO IX 

Relação sBro•comp leaen to. : Influlncia da quantidade 
de antígeno sBbre os par&aetros da linha de regressão. : 
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traç5es de complemento, · como a de W.M.M. : existem quatro · doses de reati­
vidade máxima determinadas para o mesmo antígeno. 

Um fato corrente é a verificação que a dose de reatividade m'xima 
pode diferir segundo o s~ro testado, · As doses de m'xima reatividade os­
cila-m em redor de uma média que ·seria uaa dose de ant(geno suficiente 
para a maioria dos soros em um sistema. · 

A técnica de W.M.M. obriga ao uso de várias diluiç5es de antígeno 
para cada quantidade de complemento usado e todas as reaç5es obtidas ·são 
comparadas para sempre se poder determinar a reação aáxiaa. ; 

Dessa forma, quando podemos evita r o efeito zonal do -_ antígeno e con­
seq-líêntemente a determinação de uma dose de máxima reatividade, simpli­
ficamos a técnica com di~~uição do trabalho envolvido, · Nesse caso uma 
única diluição de antígeno poderia servir às reaç5es praticadas com qua­
tro concentraç5es de complemento. · Tal é o caso exemplificado no gr,fico 
IX . onde 0,02 ml de antígeno foram suficientes para as reaç5es com tr~ 
seis, nove e doze unidades de complemento. · 

O efeito do antígeno sôbre as reaç5es quantitativas com ·sôro dele­
pra é ilustrado no protocolo V e gráfico VIII, onde as linhas horizon­
·tais de isofixação mostram que maiores concentraç5es de antÍgeno têm 
pouco efeito sôbre a reação.· 

As porç5es horizontais das curvas de isofixação do gráfico VIII . 
tendem a se mostrar assintóticas ao eixo das abcissas; no entanto pode­
mos verificar que, embora as linhas tenham essa tendência, preenche 
as condiç5es necessárias para a dosagem do sôro, elas na realidade so­
frem em todos os pontos a influênci~ da quantidade de antígeno .presente 
na reação (protocolo V), • . 

Se considerarmos que na porção horizontal .as curvas de isofixa~io 
mostram pontos que mais dependem da quantidade de:·sôro presente, as con­
diç5es requeridas de que 

Q = f(Z) 

são pr~ticamente atingidas, •Nesse caso a projeção de compl~mento neces­
sária para 50% de hemólise contra sôro, determina pontos sôbre uma reta. · 

O título do sôro é calculado, pelo método dos acréscimos proporcio­
nais. Verificamos qual o a~réscimo de K 1 A p~oduzido po~ acréscimo cor~ 
respondente de sôro.·Calculamos entã:; por proporçio, qual seria a 
quantidade de complemento para 0,05 de sôro. · 

Título do sôro = ~ K' s,A 0,06 

~z 

Essa re)ação no~ vai permitir calcular os títulos de um sôro, para 
diferentes quantidades de antígeno. 

Quando . as curvas de isofixação são paralelas. o efeito do antígeno é 
nulo sôbre a diferença entre K's Ai nesse caso a dose de antígeno a ser 
empregada numa reação poderá ter ~rande amplitude de variação. ·· 

A linha de regressão sôro•complemento intercepta o eixo de K•s,A em 

um ponto que nos trabalhos de fixação de complemento de w.v.v.•é chamado 
de C•.·Essa denominação é bastante infeliz, uma vez que C' tem sido em­
pregado para significar complemento.·Seria mais lógico chamar êsse pont~ 
de a pois nada mais que um dos parâmetros da reta: .... - .. ~':~=--·~;'''·· 

K A - bZ A".- :~.)- . . : ;<.. F-.~u 's, - · a+ • ~ <' ":>'"'- - ·- - ......... , .... ..;;: 

cujo estudo será feito nos capítulos VI!I e IX. · ( UNdERStDAlli Di SAO Pa~ 
.a.a. 



CAPITULO VIII. 

I 

INFLUtNCIA DA CONCENTRAÇIO DE ANTIGENO SOBRE OS 
PARlKETROS DA LINHA DE REGRESSIO S0RO-COKPLEKENTO 

A relação entre sôro (Z) e complemento necessário para 50% de hem6· 

lise, nas condi~ões do teste descrito nos capítulos anteriores é d, 
da pela reta: · 

K' ,A = a + b.Z 

No Kráfico IX podemos ver que o ponto foi determinado por projeção 
s8bre o eixo do complemento, da reta tra~ada entre tr~s e doze unidades. 
Vamos estudar o siinificado de a, utilizando os dados das linhas de iso• 
fixação do cráfico VIII, protocolo V e projetando sôro contra complemen­
to, para duas concentrações de antí~:eno: 0,020 e 0,004 al (&ráfico, IX). · 
Os dados são os seKuintes: 

QUADRO II 

Relações quantitativas entre antígeno, s8ro· e coapleaento 

ANT!GENO ml DE--sôRO No 1.24 PARA IGUAL :h. VALOR DE a 
al a 6 9 12 

0,020 0,001 o,ooz O,OOB5 0,0047 1, o 
0,004 0,001 0,0028 0,0052 0,0078 1, 5 

A projeção de K' contra s8ro determina uma reta quando 0,020 al de 
antÍKeno estão presentes, a tendo um valor de l,O~'quando porém, menor 
quantidade de ant.ÍKeno é usada, como 0,004 al os pontos não ficam sôbre 
uma reta, mas descrevem uma curva. A inters~cção da linha traçada entre 
tr~s e seis unidades de complemento tem um valor de a= 1,5.· 

Essa observação sugere ser o ponto· dependente da ~uantidade de an• 
tÍKeno presente na reação. Quando as curvas de isofixação tornam-se pa• 
ralelas entre sí, há proporcionalidade entre complemento necessário para 
Só% de hemólise e' a quantidade de -s&ro presente, antíceno sendo constan• 
te em todos os tub~a da reação. As quantidades de sôro projetadas em 
abcissas e complemento em ordenadas são os dados de que a técnica de W. 
M.M. se utiliza para a determinação do título do sôro, pelo prolon&amen­
to da reta, até determinar nas ordenadas o número de unidades de comple­
mento necessário para 50% de hemólise, quando 0,05 al de sôro é tomado 
como refer~ncia. · 

Para haver proporcionalidade entre sôro e complemento não há nece~ 
sidade das linhas de isofixa~ão serem paralelas ao eixo do antÍKeno; 
basta que sejam paralelas entre sí. 

Esse fato é bastante evidente quando se traçam curvas de isofixação 
com antÍienos aue apresentam o fenômeno de zona. ·Um exemplo pode ser da­
do com a cardiolipina que apresenta nitidamente uma dose de máxima rea• 
tividade para tr~s unidades e outra para seis unidade~ de complemento 
(gráfico X). 



O quadro III mostra os dados colhidos numa experi$ricia d2sse tipo.; 

QUADRO III 

PAR~METRO DAS L)NHAS DE REGRESSÃO SÔRO-COMPL~MENTO• PARA 
DIVERSAS CONCENTRAÇÔES DE CARDIOL)P1N~ • 

.------------·--·""'---·-----·-------------------~-----------. 

"' ANTIGENO 
CARO I O-

ml DE SÓRO SIFtlfTICO NECESSÁRIOS 

PARA K' IGUAL A~ 

PARtMETROS DA 
LINHA DE RE­
GRESSÃO SÔRÇ>= 

t--L-1-P ~:~--~~-=~-=·--__ -----~~~~--·-··--"~-1 _______ e _____ -+_c_o.;;;~_P_l_E_M_E_N_;~;_~0-·--I 
0,0013 
o,00\5 
0,0010" 

0,0034 
·o» oos4 
O,OOB4 

Op0090 
0,0080 

o,oozo~~ o,oo6o 
oftoo6o o,ooe4 o,oogo 
0,0100 0,00?0 0,0096 

.,. 
+ 

1;2 536 
0,7 662 

0,9 1154 
490 1154 
4,9 1154 

1154 o,ozoo o,oory4 o,o100 
-----·--·--------~---------·-----___;'-· ___ .;._ ______ __,_ ___ ..;.. ____ _ 5, 4 

-----. 

Dose do m'xima reatividade para B unidades de complemento; 
Doso de m~xima r"atividade para 6 unidades de complemento.· 

As linhas de ~egressão traçadas possuem diferentes parâmetros;: os 
valores de ~ 1ndo de positivo a negativo~ de ac8rdo com a quantidade de 
antígeno presente (gráfico Xl).,Observamos no entanto que a partir de 
o~ 0020 m l de an t. Ígcno as linhas de regressão fi c aram para} das entre s í 
(o mesmo vala de b) e se o título do sSro f8r calculado como 

D.. K' s A• · 0,05 
Título e= ·~--·--"-~-~-~ 

~z 
encontraremos o valo~ de 57,8, constante para reações feitas com diver­
sas coneentraç6Ps de antígeno.· 

A experi~ncia ~ bastante ilustrativa e mostra os seguintes pontos:: 
1°) o A dos~: de ~ntígeno de máxima reatividade deve ser empregada 

quando Se qUeK' ewidenCÍBl' quantidades pequenas de anticorpOSw por exemo 
plo, nas reaç6cs qualitativas de fixação do complemento., 

2a) -Não h' necessidade, nem obrigatoriedade de se usar doses d~ 
1reatiwidadce •á:tdiii'Hl pacra titular soros reagentes~· quando se emprega o méo 
todo dos acréscimos proporcionais.· 

3c:-) g A expeJriPncia acumulada em reações de fixação de complemmto 
mostra que a dose de reatividade m'xima do antígeno é uma quantidade de 
antígeno qu~ p~oduz o m'ximo de reação com a maioria dos soros em um de• 
t~rmin~do $iSt~ma.·Ê uma quantidade estatisticamente determinada e isso 
quer d1zer que a dose de m'xima reatividade não é a mesma para todos os 
soros.,Para um d~t~rminado s8ro~ a-fim de se obterem reações máximas, 
somos obrigados a en;pregar diluições de antígeno, em redor da dose média 
conhecida e suposta 6tima.·O uso de antígeno mais diluido afeta a pro­
porcionalidad~ entrP complemento e s8ro, sendo particularmente evidentes 
as mudanças ocorridas nos valores de b, que é a inclinação da linha de 
regressão sSro-complemento.' 

35 



. 
O uso de doses maiores de antteeno afeta. apenas o valor do parimetro 

a e ass1m os títulos por acréscimo não são alterados, 
4•) - A importância prática d~sse achado deve aqui ser salientada, 

pois o conceito de dosar antÍ&enos, para se encontrar a dose de m'~ima 
reatividade para cada concentração de complemento, deve ser aplicado 
apenas às reações qualitativas, Para as reações quantitativas i' não 
procuramos a quantidade de antÍieno que satisfaz a maioria dos soros em 
um sistema, mas apenas necessitamos de conhecer qual a dose de antíeeno 
que produz reações paralelas com tr~s, seis, nove e doze unidades de 
comp 1 emen to. · 

A dose deve compreender uaa zona de diluições de antíeeno, na qual a 
condição de paralelismo das curvas de isofixação é satisfeita, 

No exemplo dado no gráfico X podemos escolher a dose de 0,0100 de 
cardiolipina para reações com tr~s e seis unidades de complemento; as 
doses de máxima reatividade são respectivamente 0,00075 e 0,00150, se• 
iUndo MALTANER e MALTANER, para cardiolipina 72, experimentada, ' No en• 
tanto, no sôro examinado, as doses de máxima reatividade foram de 0,0010 
e 0,()020 ,.z de antÍieno, respectivamente para tr~s e seis unidades de 
complemento. • Se a reação tivesse sido feita com. as suposl.aa doses 6timas 
de cardiolipina, a linha de reiressão sôro-compJemento·(ver gráfico XI) 
teria os se~uintes par~metros: a= O, b = 730, c~m erande alteração~ 
título do sô~o, pois, como se pode verificar no iráfieo X, essas doses 
de antíeeno se localizam exatamente na zona em que a curva de isofixação 
depende iiualmente tanto do sôro como do antÍieno.·Convém lembrar que a 
titulaiem do sôro se procura fazer na zona em que a curva de iaofixação 
depende primeiramente do sôro. 

No iráfico XI podease verificar que quando se computam-os valores de 
sôro e de complemento nas reações praticadas com as ~erdadeiras d~ses 
6tiaas de antígeno, os valores dos parâmetros são: : a=- 0,9 e b = 1154. · 
O valor de b é o mesmo que os achados com doses ma i ores - de antÍieno e 
sendo o título função de b, vemos que, depois da concentração 6tima, as 
determinações dão o mesmo título. independente da c~ncentraçio de antí• 
ieno. 

5•') o Dessa forma, a dose de antígeno a ser •mpreeada numa titulação 
de sôro deve ser aquela que não afeta o relativo paralelismo das curvas 
de isofixaç~o. As doses de máxima reatividade satisfazem essa condição, 
imprimindo~ reação o máximo de sensibilidade, · N~sse caso reações prelia 
minares para evidenciar soros rea~entes, devem- ser feitas com dose de 
antÍieno de reatividade máxima; a dosaiem, no entanto, do sôro reagente 
deve ser feita com doses de antíeeno de reatividade paralela. 

Essa noção, quando aplicada, em muito simplifica o método quantita­
tivo de W.f,f.M •• · pois passamos a usar uma única dose de antígeno para 
três, seis, nóve ou doze unidades de complemento. 

O método tem a vantaiem de não se prender a uma dose crítica de an• 
tÍieno, pois variações consideráveis da dose de reatividade paralela não 
afetam o valor de ll K's~A~ não alterando portanto o título do sôro. · 

Trabalhando com antÍieno em excesso, alteramos a reação, m~s nao seu 
paralelismo, m~smo quando o antíeeno apresenta intensos fenômenosde 
inibição.· 

As doses de r·eatividade paralela afetam o valor de a, màs não as de 
b. da relação sôro-comp]emento. r 

Até a~ora estudamos a inclinação da linha de reiressão sôro-comple­
mento e concluimos que condições para a titulaiem do sôro são encontra-

36 



das quando as linhas de re~ressão citadas apresentam o mesmo valor de b,· 
O outro parâmetro da linha de reiressão é a sua intersecção com o 

eixo do complemento.· V e ri ficamos que ·seu valor é irandemen te alterado 
por efeito da quantidade de antÍieno presente, porém o seu si~nificado 
deve ser procurado, pois é de inter~sse prático e teórico.• 

L~iicamente, se antÍieno e sôro não são anticomplementares, as li· 
nhas de reiressão devem sair de 1.0 n~idade de com~lemento~ no ei~o das 
ordenadas, pojé quando sô~o é iiual a zero, deve ser necessário-apenas 
uma unidade de complemento para 50% de hemóli.se, por definição,' 

Na projeção da linha sôro•comple•ento sôbre o eixo das ordenadas, 
vemos que o par~metro a pode ser de irandeza muito variável, como ponto 
extrapolado e não representa um dado experimental. O ponto a deve ser o 
contrôle do antí~eno, qd~ com uma unidade deverá~ na aus&ncia de sô~o, 
dar hemól i se próxima de 50%, ' 

Se fizermos as reações com menores quantidades de ·sôro que aquela 
que reage com tr~s unidades de complemento, podemos traçar toda a curva 
que relaciona sôro com complemento e determinar experimentalmente o 
ponto em que a curva se inicia, no eixo das ordenadas. O quadro IV nos 
dá os valores encontrados experimentalmente. 

Os dados da experi~ncia foram projetados no gráfico XII .. ' Verificamos 
que o valor de a decresce 1 medida que aumenta a concentração de antíge• 
no empregado na reação.· 

Valores negativos de a significam que a reação de fixação do comple• 
mento se inicia depois de certa quantidade de sôro.·Assim, por exemplo, 
quando antígeno está presente na concentração de 0,0100 ml, a fixação 
de complementlll começa de,rois de 0,006 ml de sôro;' a razão dêsse fenôme.­
no parece depender diretamente da quantidade de antígeno presenteo'Qu~n· 
do este está em excesso, o complexo antígeno-anticorpo formado se dis­
solveria no antígeno, até uma certa concentração, depois da qual já' não 
haveria suficiente antígeno para produzir ~sse efeito. ReaJ~te~ menor 
quantidade de antígeno (por exemplo 0,0033), já mostra fixação do com­
plemento com 0,003 ml de s6ro. 

QUADRO IV 

RELAÇÃO ENTRE SCRO E COMPLEMENTO_,' EM FIXAQ'OES COM EXCESSO 
DE ANTÍGENO (Exemplo: ca.rdiolipina. e sSro sifilítico) 

ANTIGENO SÔRO K's,A PARÂMETROS TÍTULOS DO SORO 
ml ml a b (por acréscimo) 

0,0100 0,01'70 g,o -25,5 1.500 '75 
0,0100 0,0150 6,0 
0,0100 0,0180 8,0 
0,0100 0,0105 2,0 
0,0100 0,0080 1, 4 
0,0100 0,0060 1, 2 
0,0100 0,0040 1, 1 
0,0100 0,0020 1, 1 
0,0100 sa.lina. 1,1 
0,0088 0,0106 9,0 - 6, o 1. 500 '75 
o,0088 0,0086 6,0 
o,.oo8a 0,0066 8~ o 
0,0088 0,0055 2, o 
0,0088 0,0040 1, 8 
o,0088 o,0080 ~, 2 
o,0088 0,0020 1, :1. 
0,0088 salina 1, 1 

O valor negativo de a pode ser interpretado como efeito do antígeno 
sôbre o complexo antígeno-anticorpo formado. · 

Quando a quantidade de antígeno se aproxima do ótimo de proporções 



com o s8ro, o valo r de a tende para 1,0; nessas condi9Ões a fixa9ão do 
complemento se inicia com ~antidades mÍnimas de s8ro· e da{ a mai or sen­
sibilidade da rea9ão. 

Valores pos it ivos de a podem ser considerados !ndice de falta de &n­
t{geno para atingi r a zona de reatividade paralela. Linearidade entre 
s8ro e complemento pode ser alcan9ada, por~m a inclina9ão não ~ a mesma 
e o ponto a, determinado geom~tricamente, sempre ~ ma i or que 1,0 (grá­
fico XI). · 

O m~todo quantitativo de fixa9ão do complemen t o aqui discutido e es­
tudado para o s i stema l epra, avalía a reatividade do sSro em t8rmos de 
complemento necessário pa r a 50% de hem6lise para um acréscimo de 0,06 ml 
de s8ro. · 

Difere d a t écnica de WADSWORTH, MALTANER e MALT~NER pois o título do 
s8ro é avaliado em t êrmos da inclina9ão que a l i nha de regressão sôro­
complemento pos s ui, para um valor determinado de sôro, arbitr~riamente 
tomad~ como 0~05 ml. · o método dos acréscimos proporciona i s foi utilizado 
por RICE (1947) que encontrou ooncord~ncia entre títulos de fixa9ão de 
complemento e valores obtidos por testes de precipita9ão no sistema 
pneumococos. · 

••• 



GRÁFICXJ X 
Curvas de isofixação coa ant{geno 
apresentando inibição quando ea 
eicesso "(t(po cardiolipinti).J 
. (ALMEIDA, ' 19 55) 

Curvas co• 3 e 6 un i dades de coaple•ento. J 

0,000 t 

..... • 

0,010 

Doses de •axtaa reatividade 
·(ou doses 6ti•as) 

0,010 

· al de ant{geno 

0,020 



'GRÁFIOO XI . 
Linhas de regressão traçadas no sisteaá: ; s8ro-coapleaento, · quando 
diferentes concentrações de antígeno são usadas;fDados do Quadro III.) 
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GRÁFICO 'XII 

Efeito da concentração do antígeno s8bre os pa­
r8aetros da li~ha de regressão s8ro~compleaento~ ; 
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C A P I . T U L O IX 

I 

ANTIGENOS AQUOSOS DO BACILO DA TUBERCULOSE. · 
EFEITOS SOBRE O COMPLEMENTO. · ANTÍGENOS A­
QUOSOS LECITINADOS. 

Antígenos aquosos preparados do bacilo da tuberculose, como descri­
tos no capítulo II., ou preparados por simples ebulição de bacilos em 
água destilada , apresentam um efeito anticomplementar zonal, de grande 
in tens idade. · 

O protocolo VI nos mostra que tal efeito é observado não só quando se 
emprega o · complemento liofilisado, preparado de grande número de ·soros 
de cobaia, como quando complementos individualmente testados são utili­
zados. •Cabe aqui um reparo sôbre a impropriedade de tal teste, se pra• 
ticado com uma única diluição de antígeno, pois dará resultados comple­
tamente falsos, como se poderá constatar no protocolo VI. · 

Os testes de anticomplementariedade ou reatividade inespecífica entre 
complemento e antígeno, praticados com 8 diferentes misturas de comple• 
mento, dariam inform~ç6es erradas se realizados com uma única dose de 
antígeno, pois poderiam indicar ausência de ação não específica, perfei­
tamente evidenciável com outras diluiç6es de antígeno. · · 

A presença de sôro humano normal na reação diminui o efeito zonal e o 
desloca (protocolo VII.), porém não o evita. · 

O sôro humano usado na experiência provinha de crianças_ entre 2 e5 
anos de idade, com reação negativa à tuberculina (MANTOUX a 1:10) 

O protocolo VIII ilustra uma experiência feita ~om o antígeno aquoso 
precipitado. Verificamos nítida ação zonal em contrôles do antígeno; en­
quanto antígenos concentrados não se mostram anticom·plementares (dilui• 
ç6es a 1:5 e 1:10), quando diluidos são capazes de fixar mais de duas 
unidades de complemento, · na ausência de ·sôro. · Essa observação traz como 
corolário a necessidade de ·se controlar a ação anticomplementar, com vá­
rias diluiç6es do antígeno. · Efeito zonal semelhante é observad~ nos tu~ 
bos de reação, onde dilui ç6es de antÍgeno mostram· a ti v idade máxima. ·.t 
então necessário indagar se o efeito zonal observado ·nos tubos de reação 
não é mais ~· reprodução do mesmo efeito ocorrido nos tubos contrôles do 
antígeno (protocolo VIII e gráfico XI.V). · 

O efeito da lecitina sôbre o antígeno aquoso se faz sentir, não só na 
reação em que sôro de lepra está presente, como também nos pTÓprios con• 
trôles do antígeno. •O protocolo IX, mostra uma titulagem feita no mesmo 
sôro de lepra n• 8954 com antígeno aquoso (OB) lecitinado a 0,05%. 

A junção da lecitina fa~ desaparecer o efeito zonal e a linha de re• 
gressão sôro•complemento intercepta o eixo das ordenadas (complemento) 
em um ponto mais próximo do valor ideal que é 1,0 (gráfico XV). · 

A quantidade de lecitina usada foi de 0,05% e o método para sua mis­
tura com o antígeno consistiu em juntar a quantidade necessária da solu­
ção alcoólica de lecitina ao antígeno não diluido para a desejada con• 
centração final de 0,05%. · 

Voltaremos ao estudo do antígeno aquoso lecitin•do no capítulo X onde 
faremos um estudo comparativo entre antígenos solúveis em piridina e an­
tígenos aquosos. · 

••• 



PROTOCOLO Vl. 

A,ão antícoapleaentar do antígeno aquo'so não 1ecitinado.- e• pre­
•eng"cz;de solugão salina borcatada.-

AIT!GBBO 2a (OB) 

DILl}tQIO JX> 
COMPLEMENTOS LIOPILISADOS; PARTIDAS NUMERADAS .o 1 1° 2 I 1° 8 1° 4 

:!.R'rlGIIO 'J0 

HBMÓLISE % COM UMA~ DUAS OU TRIS URIDADES · _aa(OB) 
. 1 2 8 1· 2 a 1 2 8 1 2 8 

1:5 20 90 100 #5 90 100 25 95 100 25 90 100 
1:10 15 ao 100 ~15 80 100 25 ao 95 20 90 100 
1:20 15 '70 85 15 80 '70 15 65 ao 16 ao 96 
1:40 10 40 55 15 ao 55 15 86 55 15 85 . 65 
1:68~'7 o ao 66 10 ao 86 o ao 66 15 a5 80 
1:100 o 26 '70 10 26 85 o ao '75 10 85 '75 
1:16'7 o ao 85 o 50 100 o ao 90 o 40 96 
1a88a 

. . 
0 - 65 100 o '10 100 o '70 100 o ao 100 

1:500 o '76 100 16 '76 100 o '70 100 10 96 100 ........ 

li o 6 o 6 lo '7 B0 a 
. , 

1:5 . 20 95 100 15 90 100 25 90 100 40 96 100 
1~10 ao 96 100 16 '76 100 20 80 66 86 ao 95 -

' 1:20 
., 

20 a5 95 o 85 40 16 ao 85 20 ao .55 
:t:40 20 80 '7!5- o 16 26 10 16 26 10 16 26 
1:66,'7 15 46 ~6 o 10 40 o 20 85 o o 86 
1:100 10 415 ~6 · O 115 46 o 16 415 o 15 50 
1:18'7 o 60 100 o 26 '76 o 25 ao o 26 96 
1z888 o 90 100 o 66 96 o '70 100 o ao. 100 
1:600 o 90 100 o 60 100 o 80 100 10 90 100 

COMPLEMENTOS LIOli'ILIBADOS lBih CO:JTR0LB DO COMPLllllENTO 

1 u 2 u 
_llo 1· 28. 9. 61 415% 100% 
lo -~ 20.4.151 .. lo &~ 2'7. 4. 61 DAS HEldCIAS SBISIBILIZADAS lo 4 10.1. 52 
lo 6 8.10.62 ,o 6 26.9.152 •()% 
lo '7 · 4. ·s. 5:!, 
No 8 e.;o.158 

Incube~~ão.18 horà-1 · a 3-6•C, para evitar a deteriorcagão docoapleaento 
. . (1 vnidcarlf) pelo ça~or.;Hea6lise ea 15 ainutos a 37•C. 

; . 



PROTO(X)LO VII . 

Ação antícomplementar do antígeno aquoso não lecitinado ea presença de 
s8ro humano negativo. ; 

DILUIQÃO REAÇÕES , EM PRESENÇA DE 0,05 al DE SÔRO E UMA, · DUAS E 
DO ANTIGENO TR~S UNIDADES DE COMPLEMENTO 

SÔRO 1 · SÔRO 2 f . SÔRO a SÔRO 4 SALÍ NA 
1: ! 1 2 a 1 2 a 1 2 a 1 2 8 1 2 

5 as 90 100 85 00 100 85 100 100 20 66 96 85 100 
10 15 60 90 26 90 100 15 70 100 16 70 100 ao 90 
20 o 65 90 20 85 100 o 40 100 25 75 96 26 56 
40 o 80 100 20 80 100 o - 50 100 20 80 100 15 25 
66,7 10 90 100 25 85 100 o 60 100 20 75 100 o 20 
100 16 90 100 25 90 100 o 86 100 26 80 100 o 20 
125 16 100 100 26 90 100 10 86 100 20 80 100 o 26 
167 20 100 100 20 100 100 16 90 100 26 85 100 o 86 
250 25 100 100 ao 85 100 26 100 100 26 90 100 10 50 
aaa ao 90 100 ao 86 100 26 100 100 25 90 100 10 65 
600 ao 90 100 as 96 100 ao 100 100 86 100 100 16 80 

CONTROLE DO COMPLEMENTO 50 100 

Incubação: 1.8 horas a 3-6•C. H.emólise em f5 minutos a 37•c. 

Os soros ' (1-2-3 e ~) são de crianças tuberculino~negativas 

PROTO(X)LO VIII .. (Gráfí co XIII.) 

Reações com antígeno aquoso sem lecitina 28(0B) e s8ro de lepra n• 8954 

, SÔRO 8954 DILUIDO A: 
CONTRÔLE ANTIGENO 

125 41;9 25 16,17 , 
DILUI DO . UN IDADES DE COMPLEMENTO DO ANTIGENO 

a 6 6 9 12 1 2 8 

1 :' 5 90 100 90 90 85 26 96 100 
1:10 65 100 40 66 50 25 85 90 
1:20 5 95 10 25 40 20 25 86 
1 : 40 o 76 10 26 as o 10 25 
1 : 66,7 o 56 10 ao 40 o o 26 
1 : 100 o 76 16 as 56 o 10 56 
1:126 o 80 20 40 50 o 26 80 
1 : 167 5 100 as 45 60 o 26 90 
1:250 10 100 a5 50 '7.6 o 46 90 
1:aaa ao 100 50 66 90 o e o 96 
1 ! 500 as 100 55 90 90 o 76 100 
1:667 46 100 75 96 100 10 86 100 
1:1000 50 100 80 100 100 15 90 100 -
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'GRÁFICXJXII. 

'Rea~ão entre s8ro de lepra e antígeno aquoso ' (28(0B)) 
se• lec i tina. 

ro 10 6 
___.,!.,._ __ ~.J._. __ -..~~.-.. ______ ,.,_ 

Zog das d i luições de antígeno 28 . (OB) 

..... 9 sSro no 8964 dilui do a. 1 ! 16,'1 

ti s8ro no 8964 dilui do a 1!26 
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.....0 lií B8ro no 8964 diluido a. 1 ! 41;7 
sSro no 8964 diluido a. 1:126 
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'GRÁFICO XIV 

Br!!ação entre s8ro de lepra e antígeno aquoso ' (28(0B)) 
com 0,05% de lecitina. _; 
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PR01000LO IX (Gráfi' co XI .V) 

Reações coa antígeno aquoso 28(0B) lecitinado a 0,0.5% ·(Método II.) e s8ro 
de lepra n• . 8954. 

i:ULU fÇÃO SÔRO 8954 
DO 1:125 T 1±41 . '1 I 1:25 1±16,'1 , 

ANTIGENO UNIDADES DE COMPLEMENTO 
a 6 a 6 6 9 9 12 

5 26 100 o 70 20 '75 ao 70 
10 26 100 o 70 20 '75 ao 70 
20 25 100 o 70 20 '76 ao '70 
40 26 100 o 70 16 76 a5 76 
66,'1 26 100 o 70 20 80 as 76 
100 26 100 o ao 26 815 45 80 
126 ao 100 o 86 26 85 40 80 
1€!7 40 100 o 85 85 90 45 85 
250 60 100 o 90 50 100 50 96 
aaa 70 100 10 100 55 100 70 100 
500 86 100 25 100 '75 100 ao 100 
667 90 100 85 100 85 100 90 100 
1000 100 100 50 100 90 1_00 100 100 

CONTROLE . DO COKPLEVENTO 

Incubação 90 ainutos . a 37•c. H.ea6lise 15 ainutos a 37•c. 

GRÁFI(J) XV 

Linearidade entre s8ro e antígeno, 
com o~ sem . lecitina. 
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CAPf. TULO X 

EPEITO DA LECITINA SOBRE OS ANT!GENOS SOLUVEIS EV PIRIDINA. 
INPLU!NCIA DO waDo DE SE KISTURAR A LICITINA I DI SUA DOSE· 
COVPARACXO DI ANT!GINOS. 

Segundo a observação de STATINÉANU e DAMELOPOLU (1909), a lecitina 
poderia agit como antígeno nas teaç8es de fixação de complemento com s8-
ro de leproso ou com líquido céfalo-raqueano. 

A lecitina juntada aos extratos alcoólicos de bacilos da t•berculose 
aumentava a pot~ncia de 80 a 160 vêzes em proYas de fixação de co•ple­
mento, segundo DIENES e SCHIFF (1926). 

Em 1931, WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN descreveram o antígeno solúul 
ea piridina e usaram lecitina nas doses de 0,03 a 0,06%. 

Em 1943 EICHBAUM confirmou os achados de STATINiANU • DAMELOPotU, 
utilizando suspens6es salinas de lecitina comercial; observo~ eatio que 
Àavia dif~x ença de comportamento da lecitina de marca para marca. Ob· 
teYe 61% de positividade em reações de fixação do compleaento praticadas 
em 229 soros leprosos. · . 

A lecitina do comércio é uma mistura de isômeros, com outras impure­
zas como cefalina. A cefalina possue ação reforçadora sôbre extratos 
bacterianos na sôro•diagnose da leprose. · O antígeno com cefaliaa teria 
sido capaz de evidenciar casos de lepra iniciais, ·enquaato o mesmo antÍ• 
geno sem cefalina mostrava-se desprovido de ação fixadora, segundo 
IQIIATA (1940). · 

Os autores que usaram lecitina .comercial (SACHS e KLOPSTOCK (1925), 
ORNSTEIN (1926)) obtiveram soros imunes em coelhos; entretanto aquelas 
que empregaram lecitina purificada (LEYENE, LANDST~INER ~ YAN DER SatEER 
(1927), PLAUT e RUDY (1932), WADSWORTH, · MALTANER e MALTANER (1934) não 
conseguiram obter soros imunes em coelhos nem evidenciar qualquer reação 
de fixação do complemento entre os soros preparados e a lecitina comer• 
cial ; de outro lado, confirmaram as observações anteriores aôbre leciti­
na comercial. · Soros preparados com lecitina comercial não.·reagiam co• 
lecitinà purificada, 

Os preparados p~rificados poderiam ter difícil dispersão em salina e 
isso seria a principal causa de sua não reatividade, como sugeriram WEll. 
e BESSER (1931); essa hipótese não foi confirmada por JIADSWOR'IJI, · IIALTA­
NER ~ MALTANER, · (1934) que não observar~m diferenças na diaperaio da le~ 
citina purificada por precipitação com cloreto de cádmio em coapara~io 
com · a lecitina MERCK (lecitina de ovos). 

LEVENE, LANDSTEINER e VAN DER SCffEER (1927) sugerem q~e a subat6ncia 
ativa na foraação de anticorpos não é a z~citina, · •as alguaa outra subs­
t6ncia pr~•ente nos preparados de lecitina coaercial.· · 

t de interesse assinalar que MALTANER e MALTANER (1945), na padroni· 
aação dos antígenos de cardiolipina, experimentaram suspensões de leci­
tina purificada de coração de boi, com soros ~egativos e soros fortemen­
te positivos para a sífilis e não observaram inibição de hem6liae e• 
s8ro não reagente, mas notaram moderado grau de reação com um doa 15 so• 
ros sifilíticos. · Concluiram que a lecitina por sí s6 não á aritiginica 
•as que •• certa• condições pod~rá reasir coa fleteraincdo• aoroa. · Ante­
riormente, com lecitina purificada de fígado WADSWORT.ff, ·MALTANER ~MAL~ 
TANER (1934) encontraram 5 reaç8es positivas em 83 soros sifilíticos. 
Essa incidSncia não está longe da percentagem encontrada (8%) por EIQI­
BAUM (1943) em condiç8es semelhantes, 
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Em 11 misturas de soros de lepra lepromatosa, com títulos maiores que 
12 com o antígeno HA-5, observamos apenas duas reações de títulos meno• 
res que 6; um dos soros reagia com cardiolipina e com título lOO. •Era 
uma mistura de soros de leprosos, com sorologia para sífilis positiva e 
com hiat6ria de infecção luética. · 

. DISPERSÃO . DA LECI.TINA 

O modo como a lecitina é dispersa em solução do antígeno poderia ter 
efeito não a6 na ação do antígeno sôbre o complemento como também sôbre 
a reação. · 

E~perimentamos os seguintes métodos de dispersio: • 
Mitodo ~ • A solução do antígeno em benzeno é evaporada e o resíduo 

suspenso em aalina. ·A lecitina é juntada 1 solução benz~nica. to método 
utilizado por WITEBSKY. · KLINGENSTEIN e KUHN. ; 

O inconveniente d8aae método é a suspensão em salina, de um resíduo 
de difícil solubilidade; o grau de dispersão poderá variar. · 

Mitodo II. - A solução alco6lica de lecitina é pipetada em um copo e .a 
aoJuç ão saJina do antígeno é vertida sôbre a lecitina. ·A mistura é feita 
passando a suspensão de um a outro copo, várias vêzes. · Esse método é fà· 
ci'lmente reprodutível, e se ·assemeJ ha ao empregado em cardiolipina. · 

Mltodo III. • A mistura preparada pelo . método n foi precipitada com 
acetona (i,ual volume) ; o precipitado é lavado em acetona e s~co. Juntar 
áaua destilada e aquecer para melhor solução, · Isotonisar com NaCl, • 

O antíaeno HA·S solúvel em piridina e lecitinado pelos métodos I, 11 
e lU apresentou respectivamente as seguintes turvações, lidas em KLET, 
com· ·filtro azul : • 259, 230 e 279l. 

Oa antígenos foram experimentados em s8ro de lepra, filtrados ou não. 
A filtração foi aulerida para remover certos aglomerados insolúveis. Os 
resultados· constam doa protocolos X, · XI e XII e gráficos XVI, . XVII . e 
XVIII .• ; 

Os resultados mostram a superioridade do método II. · A comparação en• 
tre antíaenoa lecitinadoa pelo método 11, antes e depois de filtrados, 
indica que a filtração em papel faz baixar o poder antig8nico, quer em 
doaaaena de a8ro quer em titulagena de antígeno (protocolo XII~ · gráfico 
XVIII). · 

111I10 'DA QVANTIDADI 'DB LBCI.TINA 
Doaea variáveis de lecitina foram juntadas ao a~tígeno solúvel em 

piridina HA•S, pelo método II, · Para comparação foi também empregado o 
antíaeno W.M.K. ; com 0,05' de lecitina, porém lecitinado pelo método I. · 

· Oa ruultadoa obtidoa constam do protocolo XII .; o gráfico XVIII moa• 
tra que aa doaea de 0,025 e 0,05~ de lecitina são nitidamente aupe• 
riorea l quantidade de 0,075,, segundo a reação, de maior inclinação da 
linha de re1reaaio a&ro•complemento. •O antígeno de W.K.K. ; deu título me• 
nor ao a8ro, • 

A comparaçlo entre oa doia ant!genoa, HA·S e W.K.~. : lecitinadoa pelo 
método II, indicou que o antíseno HA·S tinha maior capacidade de reação, · 
Julgados pelo meamo critério, oa dtuloa foram 6(U) e ·3241 reapectivamenll 
para OI antíaenoa HA·S e w.g.K. j (protocolo XIII, gráfico XIX) • . 

Quan tidadea ma i ore a que O, 05% de 1 ec.i tina dintinui ram a i n te :1 si cl aue Ja 
reação, •O protocolo XI .V e gráfico XX mostram a titulagem de um a8ro de 

·lepra (N• 111) com um mesmo antígeno (HA·5) lecitinado pelo método 11, a 
O. OSS. O. lOS e O. 151. • 



Os títulos encontrados foram respec t ivamente : 118, 75 e 49. · 
Com outro sSro a influ~ncia da quantidade de lecitina sSbre o título 

nio foi tio marcada, embora se pudesse verificar que a dose 6tima de le• 
citina estava em redor de 0,05% (protoco~p XV e gráfico XXI). · 

· O gráfico XXI . traduz uma dosagem de ab tígeno, diversamente lecitina• 
do. •Observar o alto valor de a que depende da quantidade de ·s8ro pre~en• 
te, como vimos anteriormente ao tratarmos do ramo vertical das curvas de 
isofixaçio em lepra. 

COMPARAÇÃO DE ANTfGENOS 
No . protocolo XVI . apresentamos reações feitas com 5 preparados an tig~­

nicos. •Observamos nítido efeito zonal com .·os antígenos aquosos; os an• 
tígenos preparados por extração com água, ál cool e éter ou pelo método 
de W~I(.K ~ : nio rtostraram o efeito de zona. O antígeno de WI.TEBSKY. nio s6 
é menos anticomplementar com~ mais antig~nico. · O antígeno ·aquoso extr~{­
do pela mistura água, álcool e éter (HMC-27) possui a mesma atividade 
que o antígeno aquoso preparado por extraçio . a quente do bacil~ da tu• 
berculose. · 

O método de extração parece 1 ~er responsável pelo compo~tamento 
dos diversos antígenos, pois foram todos preparados do mesmo lote de 

·bacilos. · 
O protocolo XVII. mostra uma ser1e paralela de reações. · O antígeno lt'. ; 

K.K • . : foi preparado segundo o método de WI.TEBSKY. ET AL, porém a extração 
dos bacilos foi feita · com a mistura álcool-éter-água. · Fraca atividade 
antigênica indica o método desaconselhável, pois pr~vas anteriores (pro­
tocolo XVI) indicaram ser o antígeno lt'.K.K. ; preparados de bacilos do lo­
te m 48189, bastante ad'Vo~· · O antígeno aquoso HAu5AA preparado por pre~ 
cipitaçio ácida em acetona, era ativo mas anticomplementar. ·Marcada di­
fetença em comportamento foi observada tratando o antígeno a~uoso 28 
(OB), preparado ~or ebulição dos .bacilos em água destilada, pela piridi­
na. · A parte soldvel em piridina possuia atividade antig~nica comparável 
ao antígéno lt'.K.K. ; porém a parte insoldvel nio s6 era desprovida de açio 
antigênica, como mostrava o efeito zona~ da prop~iedade anticomple-
mentar. t ... 

Diferente proporção entre água, álcool e éter, rrio afeta o comporta• 
mento do antígeno (antígeno BWA, protocolo :XVIII); a mistura dos solven• 
tes era ainda capaz de extrair os princípios antigênicos de bacilos pre• 
viamente extraÍdos com água fervente; sua atividade antigênica era prA­
ticamente a mesma que a dos antígenos preparados de células simplesmente 
tratadas pela acetona; no entanto sua atividade anti~omplement~r era me­
nor, não apresentando o efeito zona]. · 

Quando no entanto extraimos baciios com álcool-água-éter, as células 
já não sio material rico de antígenos , mesmo quando se emprega o métodó 
de WITEBSKY (protocolo XVII). · 

••• 



PRO'IOCXJLO 'X 

lnflr.ilricia produzida pelo aodo de se junta r lüi tina 
·e• antígenos não filtrados. (Grt!fico 'XVI.) 

al de ant~geno HA~S x 10~8 

COKPLJlKENTO 20 16 12 I 10 .8 6 4 

ART!GBRO·LBÓITIRADO PELO ){jTODO I 

8 u 86 40 40 40 40 46 46 
6 u 60 46 60 46 '10 66 60 
9 u o 56 65 60 65 '10 90 . 95 

12 u 65 '75 85 90 95 100 100 

2 ' 0 as ao 50 65 60 '10 80 
a u '7.5 95 95 100 100 100 100 

ART!GERO LBCITIRADO PBLO KiTODO II 
.. a u 20 15 10 15 15 10 . 10 

6 o 10 10 10 10 10 10 15 
9 u 20 20 20 20 25 ao 40 

12 u 25 20 25 25 25 ao 90 

2 u '10 '10 '16 '10 r75 '10 .80 
a o 75 I, '10 70 75 86 80 90 

ANT!GillfO ·LECITIIUDO PELO ){jTODO 'III 

8 o '10 60 60 65 .50 50 · 85 
6 o 86 '10 76 80 '76 76 80 
9 o 100 85 90 85 95 100 100 

12 u 100 90 95 100 100 · 100 100 · 

2 u '15 ' 55 65 '10 '10 '10 80 
a u 95 100 100 100 100 100 · 100 

aJNTif(jLES 

DO COKPLEKBNTO COK: DO SORO (111254) COK: 
1 u 2 o a o 1 ' 0 2 o 8 o 

15 70 95 45 100 100 

OBSERVAÇÃO: 

a 1 2 1 1 ' 

as 20 :50 
65 80 100 
100 100 100 
100 100 · 100 

80 85 85 
100 100 · 100 

15 15 o 55 
20 80 100 
85 100 100 
100 100 100 

'16 86 '75 
96 100 · 100 

40 46 50 
86 90 100 
100 100 100 
100 100 100 

85 '15 80 
100 100 100 

DAS HBKJ.OIAS 
S:IRSIBILIZADAS 

O% 

As quantidades de 88ro e11pregadas nas reações 'co111 ·3, · 6, • 9 e 12 
unidades de 'coapleaento, •'fora• respectivaaente de 0,0015-· (),.0030 
0,0040 e o.ooss,. ·correspondentes•lu diluições de 1:'.J3,·a·- 1:116,'1 
1:112,·5 e 1:9. 

51 



'GllÁFICO XVI . 

Influincia do •odo de se juntar Lecitina ao antígeno solúvel ea 
piridina, . não filtrado, . $8bre a reaÇão de · fi%aÇão do :coapleaento 

·coa s8ro de Lepra ' (Protocolo 'X). ; 

< -Cll -~ 

9 

6 

a 

I I 

I 

15 ao 40 

MÉTODO 
= ~K',.A USADO T s 

Âsôro 

I 2150 
II 

A 
A a200 

nr ·~ 1450 

55 



PR0100JLO XI. 

iN~LÜ~NCIA DO MODO DE. SE JUNTAR L~CITINA ' ANTfGENOS SOLGVEIS 
EM P1RIDINA E EM BENZOL E FILTRADOS EM PAPEL ('Gráfico XVII) 

ANtfGENO HA-5 FILtRADO ml X 10-q • 
I 

L E C I iT ·I N A O O PELO MÉTODO I Ca.1PI!.ÉMEN TO ANTIGENO 

20 1e 12 10 8 e 4 .a 2 

a u 80 80 80 76 75 75 70 76 80 

e u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

9 u 100 100 100' 100 100 100 100 100 100 

12 u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

2 u 80 75 80 86 90 90 86 90 90 

ANT(GENO LÉCITINADO PELb M~TDDO 11 

8 u 26 26 ao 25 26 ao 40 . 40 40 

6 u 80 E5 40 40 55 60 80 85 100 

9 u 50 56 60 65 '75 100 100 100 100 

12 u 60 55 55 70 75 
~ 90 100 100 100 

2 u 75 75 75 80 75 65 75 80 90 

ANT(GENO LÉCITINADO PELb M~TDDO 111 

8 u 70 80 65 75 75 80 70 70 75 

6 u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

9 u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

12 u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

2 u 90 90 85 80 95 90 90 95 100 

OJNT~LES 

1 

80 
100 
100 
100 

90 

70 
100 
100 
100 

90 

80 
100 
100 
100 

100 

DO COMPLEMENTO COM~ DO SÔRO COM: DAS HEMÁCIAS 

1 u 2 u 8 u 1 u 2 u 8 u SENSIBILIZADAS 

15 80 100 45 100 100 o% 

OBSERVAÇÃO: I foram usadas as mesmas diluições do s8ro 111254,' do 
protocolo X. 

'As condições da experilricia foram as mesmas que des­
'critas no protocolo Xe 

Os resultados das ti tu lagens ·(pro toco los X e XI.) são 
apresentados no gráfico XVII. 
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'GRÁFICO ·xvii. 
CoaparaÇão entre antígenos filtrados e não filtrados, • 
leci tinados pelo •tétodo II# , a 0.05%. / (Protocolos 'X e 'XI.). 

=fi Antígeno T!tulo do s8ro 
~ 

Filtrado -e 9 2150 
Não filtrado .3200 

16 80 40 56 

ml de ~ero 111254 x 10~ 4 

K.' sI A 
A soro 



PltO.TOCOLO. 'XI I. 

·Efeito de diferentes doses de lecitina s8bre a reação de fisação do 
coapleaento ·coa s8ro de lepra n• 111254 (Gráfico XVIII)., 

.z DE AN ·tÍGENO HA~5 s 1lr8 

COMPLÉMENTO 20 18 12 10 · li! 8 4 8 2 1 " 

Ant {geno leci tinado a 0,025% (a é todo li) 
8 o 86 40 ·85 85 85 85 50 45 50 80 
8 o .ao ·BO · ao ·56 ·1515 80 80 80 ·1oo · 100 · 
9 o 50 .50 80 ·156 80 '70 · 95 96 " 100 · 100 

12 o 45 .55 55 e o '70 '70 100 100 100 · 100 

2 · o 50 e o ·55 50 150 45 ·515 '70 ao· ao 

An ·t!geno Zéci tinado a 0,050% (liétodÓ 11) 

·8 o 815 80 80 86 80 40 · 45 45 50 e o 
e o 150 50 e o 50 85 ao 90 100 100 100 
9 o 50 .(50 '70 '70 '75 80 96 100 100 100 

12 o 150 55 80 80 85 '75 100 100 · 100 · 100 

2 o 85 80 85 85 815 40 50 .155 50 55 

Ant {geno leci tinado a 0,075% (aétodo II) 

8 o 815 80 40 40 85 40 4.0 45 .55 80 
8 o 615 80 '70 '70 815 ao · 95 100 100 100 
9 o '16 'lf5 '15 815 85 90 95 100 100 100 · 

12 u '115 '10 80 '76 85 90 100 100 100 100 

2 o 86 80 ao · 40 ·85 85 40 45 45 155 

Ant {J{eno W.K. rr. · + O 05% de Zeci tina (liétodo 11.) 

8 o 45 45 .60 150 155 60 '10 ao 80 86 
8 o '70 85 90 85 100 100 100 100 100 100 
9 o 90 100 · 100 100 100 · 100 · 100 100· 100 · 100 

12 o ao · 100 100 100 100 · 100 · 100 100 100· tllO 

2 o 40 ~'6 4õ 50 4.5 50 • .(15 e o 55 15.15 

CONTR"LES 

D_O CO .tPLEMENTO COM: DO SÔRO COM: DAS HEM,CIAS 
1 "0 2 o 8 o 1 "0 2 o 8 o SENSIBitÍZADAS 

115 60 100 45 100 100 O% 

O. •8ro 111254-joi diluído a 1:'33 .. 1:16, 7· .. 1:12,·5 ·e 1:9 para as rea .. 
ções :coa·J,.6, 9 e 12 unidades de :coapleaento, respectivaaente • 

. 55 



'G.RÁFI(X) 'XVIII. 

Efe i to da quantidade de lécitina ea antígenos solúvei• ea pi ridina ea 
reações coa 88ro de lepra "(Protocolo XII.) 

12 

.. 
C/) 

6 
Antígeno Título do sôro 
leoitinado 

l:l WlnTODO II Ts = K's
1
A 

~ A soro 

a 0,025%. 2a25 

0,050% • a 2175 

0,075% n u 1825 

w.x. x . . M 11' 1475 
I 

í 
I 

I 

15 ao 40 55 

al de ~8ro 111254 % 10~4 



PJr)10roLO XIII 

Co•paração de dosagens de antígenos ! eci tinado1 pelo método 11. 
(Cváj-~ r:n Y" X) 

r-----·-~--"- r'"·-~----~~-~---"~~ -

DOMPLEMENTO 
m{ de s.t...t.Ígeno X 10-4 (H A-f' -j- OpOf'll:" leoi H na) 

20 Hl 12 10 -~ 8 8 4 a 2 
·-~-~.~ -

a u o o o o o o o o o 
8 u o o o o o o 10 25 55 

9 u o o o 15 25 55 85 100 100 

12 u 15 20 35 '75 100 100 100 100 100 

2 u 85 60 55 45 50 50 60 65 56 

a u 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

•* ---~-·-· -· 

• ANTIQENO w.K.K. + 0~05% DE LECITINA 

ll u o o o o o o o o o 
6 u o o o o o 15 85 55 85 

9A1 ;l5 25 56 65 100 100 100 100 100 

12 u t3 .._.· 100 100 100 100 100 100 100 100 

2 u 85 35 45 40 40 40 45 45 55 

a u 85 80 80 96 90 100 100 100 100 
-

A 

CXJNTROLES 

-· 

1 

20 
100 
100 

·1oo 

5~ 

100 

25 
100 
100 
100 

515 
100 

DO COMPLEMENTO COM< DO S6RO COM: DAS REMACIAS - .5 i u 2 u a u i -· 2 ti SENSIBILIZADAS 

·-55 ~-v-
15 85 100 100 

~--- ..._ _____ 

Antígeno diluído em salina bo~atada. Reação feita elA presença 
de 0,05 ml de s8ro de Lepra 111254 não diluido. 

Incubação prelimina;r;· 90 minutos a 37•C 
Incubação de he1116h se~ 15 •inu tot: a 37"C 

O% 
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'G.'R'.Á FI: C O 'X I.' X 
ÔOBA98M DE ANTÍGENOS LECITINAOOS A Oi~ EM PRESENÇA 
DE. SÔRO DE LÊPRA (PROTOCOLá x:;t) . 

;; ~ 1/ 'TÍTULÓ DEFINIDO COMO 
. 6 

:X: 
~ K' 

TA 
. S,A 

= 
~ ANTÍGENO 

H-.16 = eooo 
W. ~· !:• = 8241 · 

8 1-

i O 

al % i.cr-4 ,d~ antígeno 

00 

12 

9 

'!( 

'G!R'Á FLC o X X. I . 

'(JProtocolo 'JnV) 

~:L 11 
, 

AlfTIQDO HA-6 
· LBIOITDUDO 

o,oea . 
0,1~ A 

8 o,1ea = 

10 

al de an t {geno :c 1cr4 

, 
Titulo do , 
antigeno 

/\K' TA= =- . S2A 
6_ ANTÍGENO 

i 11.000 

I 9.000 
LI '1 • .,00 · 

_j 

00 



- PRO'f()(X)LO . XI .V 

Efeito da lecitina sObre os títulos de s8ro de lepra n• . 111 (r.rrí/ico XX.I 

ml De ANTrGENO X 10-8 

COMPLEMENTO 20 1 6 12 10 8 6· 4 B 2 1 

HA-5 + 0,05% DE LECITINA 

8 u 35 85 85 80 80 35 35 55 5 0 €0 

6 u 40 40 85 50 50 50 60 '70 90 100 

9 u 85 40 40 40 55 '70 80 100 100 100 

12 u 30 35 80 30 80 85 40 60 90 100 

2 u 45 40 35 86 86 80 as 86 40 50 

HA-5 + 0 1 10% DE LECITINA 

8 u 85 35 80 80 85 80 40 40 45 55 

6 u '70 '70 75 '75 BO ~o Çlfi 100 ~. 00 100 

g u 8 0 76 90 90 91:\ 95 95 100 100 100 

12 u 85 90 85 85 ~.00 i OO 1.00 100 100 100 

2 u 80 85 40 40 85 85 85 40 30 35 
__! 

HA-5 + OJ 15% DE LECITINA 

8 u 50 35 85 80 85 85 35 45 50 50 

6 u 85 85 90 85 90 95 1 00 100 100 100 . 
9 u 90 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

12 u 100 100 100 10V 100 100 10'0 100 100 100 

2 u 60 85 80 85 85 85 45 50 50 50 

CONTR8LES 

.-..... . 

DO COMPLEMENTO COM : DO S~RO COM : DAS HEMACIAS 

1 u 2 u 8 u 1 u 2 u 8 u SENSIBILI ZADAS 

10 '75 100 40 100 100 O% 

OBSERVAÇÃO: · as quantidades -de s8ro n•. 111 utilizadas nas reações 
. coa tr8s, · seis, . ~ove · e doze unidades de coapZeaento 

foram 0,()()15, · 0D()()30, 0,0040 e.o.ooss mlo i 



PROroroLO XV 

Influência da quantidade de l(,\.tina na dosagea . do antígeno HA-5, · 
em presença de s8ro . de lepra 1112. 

m.l OF ANTÍGFNO X io-4 
1e 12 10 8 e 4 a 2 1 0,5 

HA-5 + 0,05% DE LECITINA 

a u o o o o o o o o 15 50 

e u o o o o o 10 50 rro 90 100 

9 u o o o 20 50 80 100 100 100 100 
12 u 15 20 a5 e5 100 100 100 100 100 100 

2 u a5 ao 25 40 40 40 a5 a5 40 ao 

HA-5 + 0,10% de lecitina 

' 
a u o o o o o o o o o ao 
e u o o o o o ao 50 80 100 100 
9 u o o 15 a5 rro 90 100 100 100 100 

12 u 15 25 50 65 . 80 . 90 100 100 100 100 

2 u 20 25 25 20 25 ao a5 ao ao a5 

. HA-5 + 0,15% de lecitina 

a u o o o o o o o o o 10 

6 u o o 5 15 25 40 55 rro 90 90 

9 u 20 ao a5 55 rro 85 90 100 100 100 

12 u ao 45 60 rr5 90 100 100 100 100 100 

2 u 20 25 ao 85 ao ao ao a5 85 a5 

CONTR~LES 

DO COMPLEMENTO COM: DO SÔRO COM: DAS HEMÁCIAS 
1 u 2 u 8 u 1 u 2 u 8 u SENSIBILiZADAS 

10 rr5 100 40 100 100 O% 

No gráfico XXI . são projetadas as quantidades de antígeno necessartas 
para 50% de hem6lise qaando s8ro não diluído está presente com tr2s, · 
seis, • nove e doze unidades de . coapleaento. ; 



'GltÁFICO. 'XX 

Efeito da ·concentração de. lecitina no antígeno s8bre o título 
do 68ro · (Pro toco lo XI .V ). j 

12 

9 

< .. 
11) .. . 

llC 

" 6 ANTI GEN" · TITULO DO sORo 

I 

15 80 40 

sSr:o n• 111 

ml x 10-4 

HA..;5 Li:-
C I TI NADO 

% 

0,05 
0,10 Q 
0,15 • 

~ K! s .A Ts = 
~ ... soro 

~25 

o 1625 
o 1825 



PltO'l'OroLO XVI . 

Coapartà~'Õo t/.e an f (genos 
··~· ":" 

ANTfGENOS 

HMC;..27 W.K. :r. · aea w. Jr.J[ .. · + 28 'OB) 28 (OB) 
DIL . · leci~ina lecitina total repreoip • . 

lTlnDAD~S D.B: COI.fPLi:Mi:NTO 

2 a e 2 8 e 8 a e 2 a e 2 8 e 
1 o o o ~5 ~5 o 55 le5 o o 40 95 ao 80 e o 
1-Pe, o ~o o ~o ~5 o ~5 j9o o o ~5 ~o 815 815 215 
15;9 15 ~o o ~6 ~o o 65 100 o ,2!5 e. e 1,0 e o 100 o 
i: O 16 ~15 o 65 ~o o 6!5 100 o 40 '75 b e o 100 o 
16,'7 115 50 o 46 80 o 60 li OO o 415 ls5 20 e o 100 o 
150 -4.0 ~00 ~00 60 100 '1'0 e o 100 20 '7l5 100 100 el5 100 100 
100 '75 1100 ~00 '70 100 100 60 100 -'15 '1l5 100 100 615 100 100 
16'7 '70 [100 jloo 1'70 100 100 e o 100 8l5 80 100 100 'I' O 100 100 
500 80 ~00 ~00 ~5 100 100 ,15 . 100 100 90 100 b.oo 'TO 100 1P') 

DO OOI(PLIVERTO 00)( : DO SORO 001(: DAS HIVIOIAS 

1 u 2 u a u 1 u 2 u 8 tJ SllfSIBILIZADA8 

15 80 100 1515 100 100 O% 

An t ígeno• espe ri aen todos : , 

HMC-27 = Est r arão coa aistura 6gua (10) . · 6lcool (5) e lter (3) ; preci­
pitação pela acetona. ; O pp . l diluído ea dgua e re-precipitado 
pela acetoaa e NaCl. ; Eua precipitação I rflpetida w6ri a• •••••· · 
O ant!seno I então diluído ea 6gua e centrifagado a 5. 000 rpa . ; 
por 1 hora . i l•otoni•ar • . i 

28(0B) =to antígeno aqu,o•o , . estraCdo por ebulição ea 6gua a (total) 
100•C, . de bacilo• pr~vi aaente tratado• pelfl . ocetona. ; l o estra· 
to total , . coao de•crito ea capítulo 11. ,: 

iB(OB) =to antígeno 28(0B) reprecipitado e purificado coao (repp) d••·· 
cri to ea capítulo 11 .• 

W.J.J. ,· = t o on t ígeno de WI.TEBSKY, · KLINGBNSTBIN • IVHN. · preparado da• 
••••a• célula• (lote Tb 48189). ; 

OBSERVAÇÃO: • 

0• tubo• coa 2 e 3 unidade• d,e coapleaento •ão o• cont r8l•• do Mtí­
,eno. ; O tubo r•oção I fe i to coa 6 un i dades de co•phae~ato. i 

..62 



PR01000LO XVII. 

Comparação de antígenos em testes coa 6 unidades de complemento 

ANT Í ElE NOS 

D IL 
W~K.,K.~AP HA-5 ~AA 28 (OB)-S 28 (OB)~l 

UNIDADES DE COMPLEMENTO 

1: 2 a 6 2 8 e 2 a e 2 8 6 

1 o o 16 o 10 o a5 95 o 85 100 100 

1,67 o 15 20 o 10 o 36 86 o 86 100 100 
6,0 26 70 ao o 10 o ao 85 o 75 100 80 
10 ao 90 20 o 15 o a5 96 o 80 80 55 
1EI,7 25 90 15 o 15 o 35 10( ao 60 100 85 
50 85 100 15 15 55 o 40 !OC 100 45 100 100 
100 45 100 90 25 100 20 50 10( 100 e o 100 100 
187 a5 100 100 25 100 20 50 toe 100 e o 100 100 
500 80 1.00 100 ao 100 100 

' 

CONTRÔLES 

- -

DO COMPLEMENTO COM: DO SÔRO 322 OI L, A 1:5 EM DAS HEMÁCIAS 
SÔRO N 'GA11 V..Q._ - SENSIBILIZADAS 

1 u 2 u 8 u 1 u 2 u -- -

15 80 100 45 100 O% 
··--· 

Os tubos com 2 e 3 unidades contlm complemento e antígeno e corres­
pondem ao contr8le do poder anticomplementar do ant(geno. 

ANTÍGENOS EXPERIMENTADOS: 

HA- 5-AA 

28 (OB) 

28(0Bj-1 

f o antfgeno WoK•K• preparado com material obtido ap'Ós a 
extração dos bactlos com a mistura álcool-éter-água. 

É o ant{geno aquoso precipitado por acetona em meio ác:do. 
Bacilos extraídos com a mistura álcool,. éter,· água.· 

É o extrato aquoso obttdo por extração em água fervente. 
Prectpitado pela acetona e o precipitado tratado pela 
piridina.;A parte solivel é 28(0B)-S. 

É o antígeno como preparado anteriormente, porém é a parte 
insolivel em p1ridina. 

Todos os ant{genos foram lec~ ti.nados a 0,05 p.do método II._; 



PKYIO(JLO'XVIII 

Comparação de antígenos em testes com 6 unidades de complemento 

"'"""-"--~_.,_..,... 

ANTfSENOS 

DI L: BWA-28 HA5-WA WKK-A WKK-P 
UNIDADES DE COMPLEMENTO 

1: 2 3 6 2 3 6 2 3 6 2 3 6 

1 20 '70 o o 80 o o o o o 10 o 
1;8'7 20 80 o o 80 o o o o o 15 o 
5,0 20 '75 o o 80 o 25 60 o 20 65 o 
10 80 80 o o 20 o BO '70 o .20 '75 o 
16~7 BO 85 o 15 40 o 80 95 o 80 90 o 
50 45 90 o 85 95 o '70 100 o 65 100 o 
100 50 100 15 50 100 '75 65 100 85 40 100 55 

16'7 60 100 100 85 100 100 60 100 100 45 100 100 

500 '70 100 100 '75 100 100 60 lO O 100 60 100 100 

CXJNTR0LES 

DO S6RO 322 D ll.! ~ A 1:5 EM DAS Ht:MÁCIAS 
DO COMPLEMENTO COM: SÔRO NEGATIVO SENSIBILIZADAS 

1 u 2 u 3 u 1 u 2 u ·~. 

10 85 100 55 100 O% 
- ---

O antígeno foi diluido em solução salina boratada. 

I 
ANTtSENOS EXPERIMENTADOS 

BWA-28 ·E o extrato com água.· álcool.· éter de bacilos pt~v~amen te ex• 
traídos duas v2zes com água fervente por uma hora. 

HA5-WA ·f um extrato semelhante preparado de bacilos, antes da fervura 
com água. 

WKK-A 
WKK-P 

f. o an t {geno de WITEBSKY. sem lecitina 

f. a parte solivel em piridina, mas reprecipitada várias v~zes 
pela acetona e cloreto de s6dio. 

O s8ro de lepra n• 322 foi empregado na quantidade de 0,05 ml da diluih 
ção a 1i6 em ~8ro humano negativo. 

Os tubos com 2 e 3 unidades de complemento correspondem ao contr8!e da 
ação anticomplementar do antígeno., 
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C ·A P f. T U L O XI . . 

FATORES DE CONVERSIO PARA O SI~TEMA L~PRA. DEFINIÇ~O 
DE h DA RELÀÇ~O LOGÍSTICA DE VON KROGH ~ DEPEND~NCiA 

DA PERCENTA&EM DE COMPLEMENTO .FIXADO. 

Quando um novo sistema é padronizado pela técnica quantitativa de fi• 
xação do complemento de WADSWOR711. -1/ALT.ANER ·e 'MAL T.ANER. · é neceaabio · ter 
o conhecimento do comportamento de grande número de ·soros co• o antiseao 
estudado, em relação não só l capacidade fixadora mas ·t .. béa e• ~el_ ação 
ao modo como a reação ·se processa. · 

Os protocolos apresentados e a nossa experi3ncia . acumulad~ ausere~ 
ser possível o empr~go de uma dose única de ·antígeno . (doae :de · reati•i· 

:dode paralela) para . reações com três, seia, noYe e doze unidadea de coa• 
plemento. · 

As curv~s de isofixaç~o sendo prlticamente assíntotas ao eixo do an, 
tígeno. permite o uso de uma dose n~o crítica de antígeno, meamo em 
excesso. ' E·ssa quantidade de ·antígeno produzi-rá reações · •áxi•••. ·.co• 
as doses de complemento empregadas, desde que ·aSro ·aeja diluido conYeni• 
entemente. · 

Se ·então tomarmos antígeno e sSro nas quantidades capazes de dar um• 
reação máxima e variarmos as quantidades de complemento presente inici• 
almen te na reação, . as hemólises resultantes traçarão uma curYa ai.-6ide 
característica, quando se projeta complemento contra he•óliae. · · 

Essa curva ·sigm6ide de resposta p'oderá ser retifi-cada em papel losito 
de hem6lise•logarítmo de complemento: ' a linha de regreasão assim traç~da 
p~derá ser estudada para . a determinação dos ·seus parimetros. · 

. Se x é o número de unidades de cODiplemento em u• deter•inado tubo de 
reação e y O grau de hem6lise observada, a relação entre X e y é dada 
pela relaç~o· de von KROCJI. (1916): 1 

log ~ = log K + h. · log (y/l•y) 

onde h e K são parimetroa. · 

Quando .a hem6lise é de 50% (y = 0,5), x = K, isto é: 1K repreaenta o 
número de unidades de complemento necessárias para~ de ·hemólise e to~ 
ma designações diferentes segundo -as condições em que o teste é feito. · 
Assim na .dosagem de complemento em presença de ·solução ·salina e ·aem in• 
cubação preliminar a quantidade de complemento neceasária para 50~ ~e 
hem6liae é considerada uaa uni_dade de çoapleaento e desisnada por 10 ,. 

segundo a nomenclatura proposta por 77101/P~ ET AL. _; (1949). • 
O número de unidades de complemento necessárias para 50% de hemóliae 

em presença de antígeno e anti~orpo e depoi~ de incubação preliminar é 
designada por K'~;A• K's,A ou K's.a conforme as proporções relatiYaa 
entre ·sSro e antígeno. · ' 

A outra constante paramétrica da linha de regreásão é a aua inclina• 
çio h que é dete~minada com o quociente: ' 

Àlog x 
h = 

~ logito y 

Num mesmo sistema, as linhas de regressão traçadas para diferente& 
quantidades de complexo antígeno-anticorpo, podem ser paralelas ou não. · 

Se ·aão ~aralelas, um único Yalor de h aerYirá para o cálculo da quan~ . 
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tidade de complemento necessária para 50% de hem61ise, sen4o conhecido o 
ná~ero d~ unidades de complemento inicialmente presente e a hem6lise re• 
sul t•nte.·· 

Em outros sistemas (sífilis e tuberculose) não existe paralelismo en• 
tre as linhas de regressão, sendo que as suas inclinações dependem da 
quantidade de complemento ·' 

h ·= f(l t ) 

A determinação de K• poderá ser feita grAficamente se conhecermos 
dois pontos: ' 

e 

obtidos 'experimentalmente, quando ·sujeitamos o mesmo complexo fixador ~ 
duas quantidades de complemento, xi e x2· · · 

Os dois pontos estarão sSbre uma reta que cortará a ·abcissa 50% de 
hem6lise, ~eterminando no eixo das ordenadas o log~ · de K'~ · 

Para ~ue a tfcnica de fixação do complemento possa s~r praticada em 
grande námero de ·soros é necessário que a determin•ção de K' possa se 
fazer por um único ·pont·o de ·hem6lise parcial, flcilmente ob·tido coa pou• 
cas :diluições de · sSro. · ~essas . condições é ne~essário ·se ·ter o conheci• 
mento do valor de h rara o sistema em· teste. · Esse valor de h seria a mé• 
dia dos valores obtidos em uma séri~ · de titulagens nas quais se manti• 
nham ·constantes todas as condições (volume ;; . temperatura, concentração de 
antígeno, námero de unidades de complemento) variando apenas o s8ro. · · 

Se a reação foT feita com x unidades de complemento 11 o .conhecimento 
de h nos permitiria resolver o seg~inte problema: ' 

Se coa% unidades de coapleaento, . a hea6lise foi de y, . quantas unida• 
des serão necessárias p-ara 50% de hea6lise? 

Conhecido o valor de h·, para estipuladas c·ondições e para um aesao 
sistema de fixação do complemento, é possível a construção de ·tabelas 
que noa dão diretamente a · quantidade de compl emen·to necessária para 5~ 
de he1116l i se. · 

A determinação ·dêsses ·fator•• de conversão se faz sujeitando o mesmo 
complexo antígeno•anticorpo l diferentes ·q-uantidades de complemento. ·O 
complemento que ·sobra da fixação havida produzirá certo grau de hem6li• 
se. · As hemól ises · obtidas descrevem uma linha sigm6ide de respost..a, que 
retificada por projeção logito•logarítmo, .nos permite o cálculo do valor 
de h , para o~istema em experi~ncia. · 

Os valores de h - variam de sistema para sistema e no mesmo sistema, 
segundo as condições da incubação préliminar, a quantidade de complemen• 
to inicialmente presente e também do tempo durante o qual a hem6liae se 
processa•·· Dessa forma · torna•se necessário ·levantar tabelas de fatores de · 
conversão para cada uma das ~uantidade• de complemento utilizadas~ a 
partir de valores médios de h obtidos em uma série de dos~~ens feitas 
exatamente nas mesmas condições, com s~ros diferentes. , 

Esta é . a part!! mais trabalhosa da técnica de W ••• J • . · exigindo numero• 
sas dosagens e grande cuidado no· cSmputo dos dados obtidos. •No · entanto, 
uma vez preparadas as tabelas para um determinado sistema, o trabalho 
necessário para se fazer uma reação é pequeno, pois a adição de hemácias 
sensibilizadas diretamente ao tubo de reação permite conhecer, · pela he• 
mólise resultante, · qual a quantidade de complemento que seria necesa,ria 
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para 50% de hem6lise, calculando-se o título com o dado obtido. 
Como a quantidade de complemento é sempre calculada por extrapolação, 

por meio da função logística de von KROGH, o conhecimento de h para cada 
um dos sistemas de fixação do complemento (sífilis, tuberculose, lepra 
etc.) assume importância capital na determinação do título do sôro pela 
técnica quantitativa de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER~ 

A técnica quantitativa de fixação do complemento proposta por MAYER, 
OSLER, BIER e HEIDELBERGER (1948) exige a dosagem do complemento depois 
da incubação preliminar, para a determinação da quantidade de complemen• 
to livre. A quantidade de complemento empregada por êsses autores é em 
excesso relativo à concentração do complexo antígeno•anticorpo a ser 
formado. As curvas de dosagem do complemento livre mostram um valor de h 
em redor de 0,20 para diferentes sistemas investigados. O uso de uma 
única tabela de fatores de conversão, contribuiria para a simplificação 
e padronização da técnica quantitativa de fixação do complemento. 

A diferença entre a técnica de W.M.M. e a de MAYER ET AL. é essenci• 
almente a seguinte: na técnica de W.I/.M., a fixação do complemento vai de 
48% à 93,5% respectivamente com 3 e 12 unid~des de complemento; na de 
MAYER ET AL. a fixação é de 50% do complemento inicialmente pre• 
sente. Enquanto na técnica de ALBANY (técnica de W.M.M.) se exige q~e 
uma unidade de complemento seja deixada livre para hem6lise de 50%, no 
método de MAYER qualquer quantidade pode sobra~, pois a titulagem do 
complemento evidenciará por diferença, a quantidade de complemento 
fixado.· 

No capítulo I, definimos h segundo as duas escolas de fixação de com­
plemento. Para W.M.M. h se refere à inclinação da linha de regressão lo• 
garítmo de.coapleaento iniciolaente presente contra logito de hem6lise; 
para MAYER ET AL., h toma o significado original dado por von KROGH 
(1916), como a inclinação de uma linha de regressão obtida projetando 
voluae• de mistura sôro, antígeno e complemento, contra logitos de hem6· 
lise. 

Enquanto a primeira faz a dosagem do complemento em presença de quan• 
tidade const6nte de complexo fixador do complemento, a segunda faz a do• 
sagem de complemento, diluindo uma mistura de complexo fixador com com• 
plemento. 

Quando quantidades variáveis de complemento reagem com um mesmo com• 
plexo antígeno•anticorpo, as hem6lises produzidas pelo complemento deixt 
do livre descrevem uma linha sigm6ide, que retificada nos deu os seguin• 
tes valores: h= 0,08 e K's,A = 10,0 (Protocolo XIX). 

Se no entanto em tubos duplicados e em volumes maiores, em vez de 
adicionarmos hemácias sensibilizadas diretamente ao tubo reação, fizer• 
mos a dosagem do complemento residual (técnica de MAYER ET AL.), obtere• 
mos diversas curvas hemolíticas das quais podem ser calculados os valo• 
res de h e da quantidade de complemento fixado. O quadro V mostra os va• 
lores encontrados, utilizando sôro de lepra e antígeno HA·S lecitinado a 
0,05%. 

Verificamos que em cada tubo de reação contendo a mesma quantidade 
de complexo antígeno•anticorpo, a fixação do complemento se processa de 
acôrdo com a quantidade de complemento inicialmente presente. Com maio• 
res quantidades de complemento, a fixação é maior em número de unidades, 
porém a proporção entre complemento fixado e o presente é cada vez menor 
(no quadro V, observar que foi de 93% para 76%, respectivamente quando 



8»8 e 12,2 unidades de complemento estavam inicialmente presentes). · 

QUADRO V 

Valores de h ea fixação de coapleaento no sisteaa lepra, . 
quando o aesao coaplexo iaune reage coa diferent_es quan• 
tidades de coapleaento. _; 

UNIDADES DE COMPLEMENTO 
T U 8 O 

H v PRESENTES LIVRES FIXADAS FIXAÇ~O % 

1 12,2 a,o 9,2 '76 0,24 
2 11,4 2,a 9,1 80 0,2'7 
a 10,'7 1,9 8,8 82 o, 28 
4 10,0 1, a 8,'7 8'7 0,29 
6 9,8 0,94 8,4 90 0,8'7 
6 8,8 0,61 8,2 9?. 0,40 

O complemento residual poude · ser dosado e as curvas hemolíticas mos• 
traram inclinaçõea . baatante aiferentea, de 0,24 .a 0,40, , Pela técnica de 
MALTANER o valor de . h foi de 0,08. · . 

Os da·dos sugerem· que para. menor 'percentagem de fixação o valor de h 
tende para o normal de o. 20, · .! 0,02 • . , 

O complexo fixador alteraria quali e quantitativamente o - complemento 
presente· e essa alteração é tanto maior qu·ando mais complemento é fixa• 
do. · Quando há excesso relativo de complemento, a alteração qualitativa, 
embora presente, não seria suficiente para alterar o valor de hy, até 
uma fixação em redor de SO%. · Quando há maior fixação, mesmo aplicando a 
técnica de MAYER ET AL.; - a alteração de hy é evidente.· 

Quando se sujeita o mesmo complexo fixador l várias quantidades de 
complemento e se mede a hem6lise · produzida pelo complemento residual, 
diretamente acrescentando hemácia·s sensibilizadas l mistura•reação, ape• 
nas estamos fazendo a determinação de um ponto em uma curva hemolític• 

O quadro VI mostra as hem6lises parciais obtidas em uma série de 4 
tubos (protocolo XIX), , 

... .. u 

QUADRO · VI. 

Valores de h% e hv e• presença da aesaa quantidade de coaplexo 
fixador e coa diferentes concentrações de coap leaen to •.. : 

8 o HEMdltSE % UNIDADES DE COMPLEMENTO 

NQ PRESENTES LIVRES FIXADAS Hx H v 
a 90 10,'7 1, 9 8,8 o,o8 0, 28 
4 '70 10,0 1,8 8,'7 0,29 
6 46 9,8 0,94 8,4 o,a'i 
6 20 8,8 0,61 8,2 0,40 .. 

A r~la9ão ent~e os dois valores de hx e hv pode melhor ser apreciada 
(no grafíco XXII} ao estudaraos o protocolo XIX, descrito coa todos os 
detalhes, ea vista da aparente complexidade do assunto. · 

68 



A ·experilncia destina•se ·a aostrar nos aesaos · tubos, · ao aesao teapo, 
o significado de hx e de hy;, · coao definidos rupectivaaente por W.l(.~. ; e 
por MAYER ET AL. i 

PRO'JO(X)LO XIX 

Ea tubos de 15 x 150. •• · foraa aisturados: ' 

Antígeno HA-5 1~ !1.0 
Sôro 8954 dil, a 1:25 
Complemento {*) 
Solução salina 

1,o ~az 
O, 5 al 
1,0 al 
o. 5 al 

(•) Foraa aontados 6 tubt;JB, · co~ as seguint_es quantidades de coapleaento 
ea unidades por 0,1 •l:<12,2, . 11,4, · 10;1, · 10,0, •9,3 e 8,8o . 

Foraa aantidas . as aesaas proporções utili:zadas na técnica de W.~.l#.; · 
assia coao o voluae relativo de cada ua dos eleaentos pr~viaaente·testa.;. 
dos ·ea prova preZiainar • . 

O complexo antígeno-anticorpo formado nas pr~porçSes indicadas tinhaR 
sido .capaz de fixar 10 unidades quando 12estavam presentes. · Depois da 
incubação .preliminar de 90 minutos a 37•C, em banho•maria, -pipetamos .di· 
versos volumes até um ·máximo de O, 3 m Z em tubos de 12x75 aa.f=ompletadc) 
o volume pan 0 , 3 al com salina, 0,2 al de hemácias senáibilizadas foram 
juntadas. · Depois de 15 minutos de hem6lise, a 37•C; os tubos receberam 
1,0 al de ·salina gelada e forall lidos e• fot8aetro, depois de centrifug' 
dos, · · 

O quadro VII mostra os resul tadoa obti-dos, ' 
O tubo contendo 0,3 al "da mis~ura corresponde exatamen~e ·lquele mon• 

tado para a determinação dos fatores de conversão pela técnica de "·ll•ll•i 
e ao mesmo tempo faz parte de uma curva bemol :hica que mede o compl emen• 
to livre (técnica de MAYER ET AL.). j 

A curva hemolítica dos fatores de . converaão é formada pelas hem6lises 
parciais obtidas com .cada um dos tubos contendo 0,3 al da· mistura (cur• 
va A do gráfico XXII.), ' Convém lembrar que · &ases ·tub.os ·se diferenciam 
apenas pela quantidade de complemento inicialmente presente; ' cada um dê~ 
lea, por sua vez, faz parte de uma curva da qual &le é o tubo que contém 
mais complemento livr-e, por ter o maior volume (0,3 al),·• Cada uma des• 

·sas curvas de dosagem do complemento residual est, · repreaentada no grá• 
fico XXII. (curvas B, C, D, E, F e G),· · . 

As curvas hemo] íticas de B a G (grUico· XXII.) obtidas pela projeÇão 
de l ogarítmos de volume da mistura antígeno, · anticorpo · e · complemento, 
contra logitos de hem6lise, possuem inclifiaç6es (hy) de valores diferen• 
tes, _tanto maiores quanto maior é .a percentagem de fixação de complemen• 
to, •Quando as condições da reação permite• ·aobrar . compJemento suficiente! 
para toda a curva hemólítica, a determinação da quantidade de complemen• 
to livre pode ser feita diretamente (curvas B, .c, rD· e ' F); outras v&zes 
necessita ser calculada po·:r extrapolação grUica (curvas F e G), ' 

Como acabamos de ver, rião ·se pode comparar hx com hy poi~ são pari• 
metros de curvas traçadas em diferentes condiç6es; hx tem como numerado~ 
Âlog de comphmento inicialmente presente; hy tem como numerado_rÂlog 
do volume da mistura da reação que contém ainda complementó Jivre. •Ambos 
os quocientes têm o mesmo denominador que é A 1 ogi to de hem6Ji se. • 

Em determinadas condiç6es hx = hy,·Nesse caso o observador tem que 



dar condições para que a fixação do complemento não vá além de 50 a 60%. 
Dizer que a técnica de MAYER, · OSLER, · &lER e HEIDELBERGER (1948) se 

utiliza de uma grande quantidade de complemento é não dar ~nfase ao ·seu 
car~ter de exigir uma fixação de· complementoem proporção que não altere 
a constante ·hlS do complemento. ·: ~ realmente êsae ponto que BIER, -SIWEIRA 
e FURLANET'IU \1955) definem quando dizem''alia ·disso, · condições foraa u­
tabe lecidas para a aa11u tenção de ua valor constante para o expoente 1./n 
na equação de von -KROGH., · assia perai tindo o uso · de uaa única - tabela de 
fat{)res de cont1ersão para o cálculo da ati11idade heaol·!tica de C'." 

J' na técnica de W.~o~. ; outras condições são estabelecidas - par~ dei­
xar sempre livre uma unidade de complemen-to; como a técnica .de W •. M./,1. 
emprega maiores quantidades de complemento que . a técnica de MAYER ET AL. 
a fixação tem que ser levada a efeito em graus variados, de :ac8rdo com o 
número de unidades_ de complemento inicialmente preaentes; assim quando a 
reação é feita com 12 unidades de complemento, a . fixação tem de ser le­
vada a efeito até consumir 11, ou seja c~rca de 92%. , 0s valores de hx 
são portanto alterados e os fatores de conversão pela técnica de W.M.M. 
são construidos para diferentes concentrações de complemento e para ~s 
diversos sistemas estudados. · 

FATORES 'DE CONVERSAO PARA LEPRA 

Utilizando a técnica desaita por W.J.I/• i (1"938} e calculando os dados 
obtidos pelo· método de T.ffOMPSON e MALTANER, · 1940, . determinamos os fato• 
res de conversão para o ·sistema lepra. • 

A tabela II . nos dá diretamente o valor de K~s A quando se conhec~m o 
número ·de unidades de complemento inicialmente pr~sente e a hem6lise re­
su-1 tante. · 

O gráfico XXII. ilustra um nomograma construido segundo THOMPSON e 
MAL TANER (1940) • · 

Quando fazemos a determinação de hx para obter.mos valores médios a 
serem utiliiados no c8mpu-to dos fatores -de conversão é ·de grande utili­
dade .emRl'egar uma ·_série de diluições de complemento, forQiando uma série 
geométrica d·e concentrações. ·.Na _ técnica de - J .• _l/•11• ;_; emprega-se o fator 
0,9, isto é cada tubo contém (tubo na ordem ascendente, tomando o mais 
concentrado como n• 1} -0,9 do complelãento contido no tubo anterior. · 

O c'lculo de .hx pode ser feito por método grifico, mas é preferível 
empregar o método dos quadrados mínimos. · 

Êsse método pode ser aplicado com o mínimo de comp31,tações e cálculo, 
empregando~ tabela construída para :a determinação de hx quando :a pro• 
gressão 0,9 de complemento é usada. • 

Para o cálculo não precisamos mais que observações seriadas. · A-poai­
ção do tubo na ·série geométrica nos informa ·s8bre a c-oncentração do com­
plemento, mas para efeito da determinação de hx, sua posição não tem in­
fluência pois as diferenças entre os logarítmos das concentrações ·são 
iguais. · 

OBSERVAÇÃO: · a ticni cp original eapregada por ' JADSJORm., . MALTANER "E MAL· 
TANER para o preparo de soluções de coapleaento, · foi substi tuida por 
outra que faz. . as soluções A partir do coapleaento não diluido. _; isse 
r. i todo te• a van tagea in tr .(ns~·ca~' . de não propagar geoa~ tri caaen te e r• 
ros de pipetagea proveniente de tubos anteriores. j No exeaplo do qua• 
dro VII ., · as soluções de coap lemento empregadas foram preparadas man­
tendo•se poria a progressão geoaitrica de razão O, 9. · 
Exeaplo: 
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Q U A D R O VIII 

, DETERMINAÇÃO DE Hx, EMPREGANDO A TABELA I 
NUMERO DO TUBO 

DE COMPLEMENTO HEMÓLISE % x 'v' v' 

y (T A B E L A I ) 

1 65 545 545 
2 55 962 481 
3 25 846 282 
4 15 . 740 + 185 + 

N = 4 ENTÃO a = -80,8 b = 2,5 3093 1493 

Aplicando a f6rmula: • 

h = 
L X'Y' · '"'•L Y' 

h = 
-80,5 

-----------= 0,126 
3093 2,5(1493) 



QUADRO VII . 

VOLUMES DA· JUS-
HliiVÓLTSlll · ~ lfOS TUBOS CO:&T.NDO: COKPLDB:&TO: 

, 12,2 11,4 10,'7 10,0 9,8 a,a 
TORA ANTIGENO, · 
ANTICORPO E COI( CURVAS N~S 

~LBKINTO B c D E F G 

0,0'1 22-28 
0,08 82-81 
o,o9 42-45 
0,10 ·51-52 2'7-2'7 15-18 

. 0,11 62-62 8a-86 
0,12 '70-'72 45-46 2'7-24 
0,18 7'7-'78 52-49 
0,14 a8-a5 . 5'7-5a 86-8'7 
0,16 a'7-a'7 66-64 
0,16 '70-'70 4'7-4'7 2a-28 

o, 18 '78-80 60-60 82-80 

0,20 86-85 69-6'7 40-40 24-21 a-a . 

0,22 '78-'74 46-48 2'7-2'7 11-12 

0,24 ao-ao 5'7-56 80-82 18-16 

0,26 88-84 61 87 14 

0,28 8'7-8'7 66-65 40 20 

o,ao 88-90 '70-'72 44-~ 2~'21 

... A J 

OBSERVAÇÃO: I 

A curva A é obtida pela projeção dos logitos ·de hea61iu observada 
·nos tubos contendo ·0,3 al da aistura, · contra os logar(taos do coapleaen­

to inicialaente pruente (ver gráfico XXII). : 



' XIII GRJFICO 

1 o 
Cft 

\ 
\ J 

\ 
l 

\ 
o 
CD 

\ 

~ 
\ 

o 
~ 

..1 
\ 

>-
c 

\ 
o ._ U) ... 

w 
\ o 

D: \ o 
---- 11') ... o 

>- ._ 
c o 
a • G 

o 
..1 ... ... 

o o o , 
c c 
o 

() 

o z z N 
o o ,.., ,.., 
... ... 

o 

-- - • 'X 'D O 1 - • . 1 O A 'D O 1 

73 



·r A B E L ·A T 

Cálculo de 'X'Y:' e Y' quando x ·varia e~n série geoliétrica q = 0,9 

X' ( NQ DO TUBO EM 

1 :g · 3 4 

y% Y' -

10 114 114 228 842 465 

15 185 185 8'70 .. 555 '740 
20 288 288 4'76 '714 952 

25 282 282 564 846 1128 

ao 821 821 642 968 1284 
85 855 855 '710 1065 1420 

40 8~8 888 '7'76 1164 1552 

45 419 419 888 125'7 16'76 

50 450 450 900 1860 1800 

56 481 481 962 - 1448 1924 

60 612 512 1024 1586 2048 

65 :645 545 1090 1686 2180 
'70 5'79 5'79 1158 1 '7 8'7 2816 

75 618 618 1236 1864 2472 

80 662 662 1824 1986 2648 

86 '716 '715 14aO 2145 2860 

90 '786 '786 15'72 2868 8144 

X1 é o número do tubo menos uma cons• 
tante arbitrâria de · modo que os VJ 
}ores de · X' são simplesmente núme• 
ros de uma seqüência natural. · 

5 

X'Y' 

5'70 
925 
1190 
1410 
1605 
1'7'75 
1940 
2095 
2260 
2405 
2660 
2'725 
2895 
8090 
8810 
8575 
a9aO 

yr = a51,90516'7'7(1.i2'78'75a6+log (y/1-y)) 

! ~ . I: X' 2 - t L X' ) 2 /N.•16, 10 

~ = L: X' /N 

N = número de observações (tubos) 

SEQÜ~NCIA NATURAL) 

N 

a 
4 

5 
e 
'7 
8 
9 

10 

6 

684 
1110 
1428 
1692 
1926 
2180 
2828 
2614 
2'700 
2886 
80'72 
8:3'70 
84'74 
8'708 
89'72 
4290 
4'716 

'7 8 

'798 912 
1295 1480 
i666 H·04 
19'74 2256 
224'7 2568 
2485 2840 
2'716 8104 
2988 8862 
8150 8600 
886'7 8848 
8584 4096 
8815 4860 
4058 4682 
4826 4944 
4684 6296 
5005 ' 5'720 
5502 6288 

-'82,2 
-80,6 

-161,0 
-281;'75 
-460,8 

-6'76,2 
-966,0 

-1828,25 

9 

1026 
1665 
2142 ' 

2588 
2889 
8195 
8492 
8'7'71 
4060 
4829 
4608 
4906 
5211 
5662 

.5968 

6486 
'70'74 

2,0 
2,.5 
8,0 
a, s 
4,0 
4, 5 

' 6, o 
5, 5 

10 

114·0 
1850 
2880 
2820 
8210 
8550 
8880 
4190 
4600 
4810 
5120 

.5450 
5'790 
6180 
6620 
'7160 
'7860 
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TA BEL A {I. 

Unidades de coaplemento (K's,A) necessárias para 50% de hea6lise, 
indicadas pelo grau de hea6lise obtido quando se eapregaa as seguia 
tes quantidades de compleaento: • 

CO"l"I'RÔLE 00 SORO REAQIO CO}( SORO E ANT!GENO 

IHEWÓLISE % 1 2 a e 9 12 

10 1., 42 2,66 8.,95 8.,9 19,0 29,0 
15 1.,82 e" s2 8,'70 '7,9 18.,9 21,0 

20.' .... . 1, 26 2.,42 8.,61 '7,4 12,1 1B1 0 
25 1,21 2,84 8,40 '7.,0 11., 2 15., 5 
ao 1., 15 2.,24 a, ao 6.,'7 10,5 14., 8 
85 1., 10 2,20 8.,20 6., l5 10,0 18.,6 
40 1,0'7 2_,14 8,14 e, a 9.,8 18,0 
45 1,04 2,08 a,o8 6,2 9,4 12,5 
50 1_,00 2,00 a.,oo 6.,0 9,0 12,0 
55 0.,96 1_,94 2;94 5,8 8.,'7 11.,'7 
60 0,92 1.,88 2,86 5, '7 8,4 11.,8 
65 0.,88 1_,88 2.,.80 5, 5 8.,2 10.,9 
70 0_,84 1.,'76 2.,'72 5.,4 '7,9 10.,6 
'75 0.,79 1_,'70 2.,64 5., 2 '7.,6 10.,8 
80 0_,78 1.,68 2.,56 5., 1 '7, a 9.,9 
85 0_,66 1., 58 2.,42 4.,9 7.,0 9.,6 
M 0.,57 1.,42 2.,26 4,7 6.,6 9.,0 

OME.RVAÇÃO: • 

Os ·valores de h" aidios p_ara 1._ . 2. · 3.._ 6. ·. 9_ e 12 ~ni'dadu de coaple­

aento são respectivaaente 0,176·0.130-0.126•0,124-0,146 e 0,180. :0• dois 
priaeiros :foraa deterainados coao contr81es do antígeno • . : 
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C A P f T U L O XII 

, 
ESTUDO COMF' 'IRt. f I \10 CJE ANTI Gi-'NOS, M~JODO f) E ANÁLISE 

S~QU~NCIAL PfRA O SIST~MA lEPRA. 

O antígeno depois de preparado deve ser afe~ido com outro tomado co­
mo oadrio. A reproduçio do antígeno é uma exig~ncia para que resultados 
de reações de fixaçio de complemento possam ser reproduzidos e ~ompara• 

dos. 
O antígeno sol6ve! em piridina e em benzo] possue, como vimos a~ 

teriormente, certas ca~acter{s~icas que pe~mitem tom6-lo como um antíge­
no padrãov 

Para melhor estandardizHc~o do sis~ema, seria de toda a conveni~ncia 

conservar soros de pacienteb cuidadosamente estudados. Os soros poderiam 
ser mantidos, Jiofi)isados, distribuidos em pequenos volumes~ 

Outros antígenos ser:tan1 cornparado.s com o antígena ·padrio; devem mos­
trar igual comportamento com os soros testados, sendo permitida no en­
tanto pequena discrep~ncia, nio maior que 16%. O prablema consiste em 
fazer essa comparação ~om o menor námero de reações e enfrentando peque• 
no e conhecido risco de aorova~ ou rejeitar um antigeno, injustamente. 

THOMPSON (1948) e MALTANER e TlfOMPSON {1948) desenvolveram métodos 
para serem aplicados no exame soroló~ico de antígenos à base de cardioQ 
lipina. O método, no entanto, pode ser aplicado com igual benef{cio a 
outros bio-ensaios, desde que sejam estipuladas as condiç6es necess6rias 
para a rejeiçio ou a aprovação de um antígeno e sejam construidas as ta­
belas apropriadas para o cômputo dos dados colhidos. Neste capítulo a­
p=esentamos o método que estamos usando na comparaçio de antígenos pre­
p3rados de bacilo da tuberculose. 

O método de an61ise se baseia no processo chamado de inferancia esta­
+f~t~~a. no qual nio existe necessidade de planejamento inicia] quanto 
ao námero de observações a ser.em feitas; o método também não exige o co­
nhecimento da forma dP distribuiçio da freqU~ncia dos acontecimentos e 
daf ser chamado de método nio paramétrica ou de distribuiçio livre 
(THOMPSON. 1949 ). 

A decisio a ser tomada pelo observador depende em cada fase, dos re­
~ultados acumulados de observacões pr~viamente feitas; entio decidir6 se 
necessita de mais dados ou se, om os que possui, poder6 tomar uma de~ 

risão, aceitando ou rejeitando um determinado antígeno. Sua decisio en• 
•olve sempre um certo r'isco que então foi tomadr> em ._onsideraçio peJ:-:..· 
matem,tico na construçio das tabelas de an,lise seqU~ncial e que 1ndicam 
0 n~mero de observações nec~D~ár1as. 

Um dos w0;·it~~ do método de an6lise seqU~n 1al aplicado para compro­
VJ~ uma cert~ condição é exigir de um námero substancialmente menor 
de observações que o n~ressário para a mesma decisio com métodos baseac 
d0$ em um n~mero pr~-determ1naJo de observações. 

DEFINIÇÕES E CONCEITOS 

Denomina-se obser~accio um par de resul~ados d? reacões. Lma ~e~çio é 
fel!a com o antígeno padrio, a outra com o antÍgeno em prova. Todas as 
~und1çÕes são mantidas cons'antes. O resultado pode ser dado em t~rmos 

de hem6lise parctal, em títulos ou em graus de reatiwidade. Uma determi­
nada observaçio devp ser ineauivocamente classificada em: 

Observação defeituJ a, qua~do a d1s~rcp;ncia entre os re~ultados é 



ma1.or que 0,16. · { .,6. G >o,070). · 

ObservaÇão nHo d~f•ituosa quando a discrepância entre os resultados 
é menor que 0,16 ( ~ G < 0,070). · 

Observação . inad•iss(v~tl quando uma decisão não pode ser feita ou por 
atipia da reação ou por evidente êrro técnico. · 

. ,. " . -
FREf1]ENCIA DE OBSE.RVAÇOES NAO DEFEIWOSAS 

Sendo no número de observações (total), a defeituosas e b não defei-
. tuosas (n=a+b), a freqtlênci a d~ b é b/n. : Podemos considerar que o total 
de n observações feitas sejam ·parte de um universo U· de observações e 
então definimos a relativa freqUência das observações nã-o defeituosas de 
U por ./J. que é na realidade um hmite de b/n, quando n tende para o infi­
nito. · 

Um valor determinado para ~ é porém desconhecido; se f3sse conhecido, 
bastaria se ter um valor p estipulado e somente apróv~riamos um antígeno 
se ~ f5sse mairir que p; em caso contrário o antígeno seria rejeitado. · 

€sse critério, no entanto, não pode ser usado porque o verdadeiro va• 
lor de~ é desconhecido. MALTANER e THOMPSON (1948), estipularam porém 
dois valores p' = p '' e aceitam o antígeno quando não há mais que 2% de 
risco que~ seja menor que p~ e o rejeitam se o risco não~ maior que 2% 
de se ter~ maior que p". · 

A tabela ' IVindica os valo·res de p' = 0,75 e p" = 0,85; . assim acei­
tamos um antígeno quando não há mais de 2% de risco de que ~ seja menor 
que 75% e o rejeitamos se não há mais que 2% de risco de . achar-se ~ 
maior que 85%. · Se com o número de observações ieitas não pudermos deci­
dir, continuaremos a acumular mais observações. · 

A tabela IV nos dá a primeira oportunidade de alcançar uma decisão; ~ 
rejeição do antlgeno é final, mas a aprovação depende do número de ob­

·servações a serem feitas e dep·e<nde dos valores es-tipulados para p' e p". · 
Para p 1 e p" respectivamente iguais a 0,75 e 0,85, o nÚMero de observa­
ções ,deve ser no máximo de 267 (gráfico XXIV); quando p' e p" são iguais 
a o;975' e 0,995 respectivamente, o número máximo de observações a serem 
feitas é de 536 ( gráfico );.xv). , 

Os · gráficos XXIV e XXV nos mos;t :ram qual é ·o limite de n; ·é então sem­
pre possível estipular o limite de observações a serem feitas pois as 
duas linhas que separam as zonas de rejeição, . aceitação e indecisão, 
tendem a se aproximar uma· ·da outra quando n c-resce. ' O 1 imite dessa apro­
ximação é igual a um, porque é êsse o valor mínimo possível entre n'a e 
n"~ (Tabelas III e IV). 

Para que um antígeno possa ser aprovado, na comparação com um . antíge­
no padrão, o número de observações deve ~er . s~ficiente para permitir que 
a freqUência ~ seja na realidade um dado significativo no àntígeno em 
prova. · Quando os dados caem na zona de indecisão., continuamos a acumular 
observações até se obter uma decisão, sempre considerando . que a rejeição 
é final, mas a aceitação condicionada por um número mínimo de observa­
ções. • 

TESTE PARA REAÇÕES NÃO ESPECÍFICAS 
Cada sôro é tes:-tado com dois antígenos: 1um chamado .Ar ou antígeno de 

referência ou padrão e outro Atou antígeno em prova. A reaçio é feita 
em presença de 6 unidades de complemento e com a dose de antígeno achada 
de máxima reatividade para o antígeno Ar. Os elementos da reação são pi-. 
petados nas quantidades e na mesma ordem como citados na tabela V. 



As reações corr: t"~no; de 100% de hemólise são lidas co~n fot~meJro, co• 
:>:·:indicado no capítulo 111. Os tubos com mais de 90% com antígeno Ar 
tndl•.am soros não reagentes; pares de testes feitos romo acima indicado, 
-~ paralelo com os antígenos Ar e At e que dão mais de 90% de hemólise 
•.om Ar são considerados observações admcs.s Í:;e:3, lJma oL-,;e:v:Jção é consi·· 
d··rada defeituosa se o gx·au de hemólise obtida com o antígeno A t é igual 
ou !ltt•nor- que 80%: de outro modo é cl as si fi cada como observação não de-
l J:. • ... uo.sa. 

Cons~deremos n o námero de observações admissíveis das quais a é o 
LlÍrn<.·ro das observações defeituosas. A p·ome1ra decisão possível é feita 
1° Hc~rdo com a tabela III; após n observações com a defeituosas, acei• 
'--=•nos o antígeno At se n não é menor que n'a e o rejeitamos de vez, se n 
não ~ maior que n"a; se não pudermos decidir, ~ontinuaremos nossas oh· 
-~rvações, até que os dados acumulados permitam uma decisão em um ou ou• 
t •:o ,<·entido. 

0 ~rop6sito dSsse teste é ev:tar antfgenos com exce~s~va reat1vidade 
::":o cspeci'fica. Para nos guardar contra a infL.ênr.ia de efc1tos de cor­
·,l~ção, pelo QSO dos mesmos rea~entcs, é recomendado que se façam ~ru­

~os de reaç5es, em dias diferentes. A experiSncia acumulada nos estudos 
!~ cardiolip!na mostra que com Bssc teste poucos antígenos evidenciam 
.3lquer observaçlo defeituosa nos primeiros 155 pares de obnervações. 

N0ssa experiência com sôro de lepra e antígenos preparados de bacilos 
Ja tuberculose mostra, no entanto, que muitos antígenos falham ao serem 
.uhmctidos a êsse teste. Assim consideramos necessária sua aplicação 

r01s temos tido ocasião de verificar que antígenos feitos pelo mesmo mé• 
~odo, podem mostrar reatividade diversa, segundo a amostra do bacilo 
ulrivado ou as condições em que a cultura ~ feita. 
N~sse teste, os soros humanos devem ser cuidadosamente selecionados, 

,:,da a grande prevalência de tuberculose-infecção na população. Nosso 
ontrSle foi constituído de 651 soros de crianças entre 2 e 5 anos de 

'dade, tuberculino negativas e colhidos para o contrôle da vacinação 
•H tí~pol iomiel i te de SALK. Nesse grupo oh ti vemos 22% de soros reagentes, 
d •1 ' q u a i s O , 6% c o m t í t u 1 o s e n t r e 6 e 1 O • O s i g n i f i c a d (\ d o s t í t u 1 o s 
•.··nc::es que 6 não poude ser a r:urado, mas sugere reatividade não especÍ• 
·, • J E-ntre alguns soros humanos normais e antÍgeno preparado de haci lo 
~~ tuberculose, quando três unidades de complemento são empregadas. Os 

d--.dn:' apresentados evidenciam a nect>ssidade de se empregar 6 unidades de 
'ffiplemento no teste de reatividade não específica (tabela V). 

~~ros de leprosos, em forma lepromatosa, foram diluídos em sôro huma• 
no não reagente, de acôrdo com a tabela VI. Em tubos de 12x75mm, 0,05 ml 
d·, ·ada diluição foram distribuídos e a reação .ft·ita <om 6 unidades de 
~~p!rrnento e 0,1 ml da solução de antígeno (de acôrdo com a dose indi· 
au1 pela curva de isofixação); o volume é completado para 0,3 ml com 
J] na bora tada. 

As reações são feitas em paraJelo, usando ·!·1Ís antígenos, como ante• 
!ormcnte, Ar e At. Depois de 90 minutos de 1ncubaçio a 37•C, foram jun• 
ado~ 0,2 ml de hemácias sensibilizadas; os tubos sio 1ncubados a 37•C 

~or 15 minutos; 1,0 ml de salina gelada ~juntado a cada tubo mostrando 
''''11!Ú 1 i.;e parcial. A leitura é feita no sobr.-nadhnte dos tubos centri­
'lg.tci~·s por 5 minutos. 

o~ resultados das reações sao dados em t~rmos de G ou grau d~ reaç~o, 
d .. · ,,.-ôrdo com a tabela VII, onde .<.,a•:o •-:~;,uladas as d1luiçõe.-,; ào sôro e as 
h•m6l1ses parc1a1s. 



G para dado s8ro é o valor máximo achado, desde que não difira de ou• 
tro valor de 'G mais que O, 110, · Se uma determinada reação não nos dá ne• 
nhum valor de 'G (como no caso de · 100% de hemólise em todos os tubos, · ou 
de hemól is~ igual a zero em todos os tubos, · 0 .\1. zero num tub~ e no próxi• 
mo 100%) é então classificada como inadmissível. · O quadro IX nos dá um 
exemplo do cálculo de. G. ~ · 

Assim cada sSro nos fornecerá dois ~alares de G, um obtido com antÍ• 
geno Ar e então será Gr e outro com antígeno Ate então é chamado de Gt. · 
Os dois valores de G formam um par ~de resultados ou .uma observação ad­
mi ss{vel, · Uma observação ad~issível é considerada defeituosa se 

caso contrário é considerada não defeituosa. ; 

O uso de G foi proposto por ALMEIDA ET AL. ; (1955) como equivalente ao 
uso de T, definido como: ' 

T = D (K' A - 1) s, 

A relação entre T e G no sistema lepra é 

log T = 'G + 0,568 

Sendo R a discrep~ncia observ~da, 0,070 é o logarítmo do quociente 
entre os dois títulos Tt e Tr ou entre Gt ou 'Gr. · 

A relação entre ·c e R pode ser expressa aproximadamente por: i 

R= 2,303 (Gt- G~) 

A substituição de T por 'G; como proposta, tem a vantagem de simpl i fi· 
car a avaliação das discrepincias entre as re'&.tividades encontradas e 
dependentes de dois antígenos em prova. • 

O propósito d~sse teste é verifi~ar comparativamente diferentes antÍ• 
genos, pois é indesejável ter maior ou menor sensibilidade quanto A rea• 
ti vidade específica no ant.Ígeno em tt>.'ste A t. ; 

A tabela IY nos dá a primeira oportunidade de poder tomar uma decisão, , 
quando conhecemos o número · de observações defeituosas a no totaJ- ·:;de n 
~bservações admissíveis; aceitamos o antígeno, quanto } rea~ividade es• 
pecífica comparativa se n não é menor que n'a; rejeitamos o antígeno de 
uma vez, 'se· n não· é niãior · que n"a; caso contrário continuamos a fazer 
novas observações, até ser·possível tomar uma decisão. 

Para evitar correlações pelo uso dos mesmos elementos na reação, fa• 
zemos cada dia um pequeno número de reações, geralmente de 6 a 8; para 
que o antígeno seja· aprovado n terá que ser igual ou maior · que 20 e para 
rejeitá-lo a deverá ser igual ou maior que 8, · 

Um exemplo da aplicação do teste de comparação de reatividade especía 
fica é dado no quadro X. ; 

O quadro XI. nos mostra o comportamento de diversas pa;rtidas em testes 
.de análise s~qUêncial, para antígenos solúveis em benzo} e piridinao 

f necessário notar a grande diferença existente no método poi nós 
proposto para a comparação de antígenos preparados de bacilos da tuber• 
culose, quando usamos uma dose de antígeno suficiente para se obter uma 
reação paralela em vez de uma diluição considerada ótima para o,antígeno 
padrãoe · 



T A B E L -A 111. 

DECIS~ES NO TESTE SEQU~NCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA PARA REATIVIDADE 
I . 

NÃO ESPECI~ICA, _ INDICANDO A PRIMEIRA OPORTUNIDADE PARA ACEITAR OU REJEI-
TAR UM ANTIGENO. 

NÚME~O DE OBSERV~- • , 
ACEITAR SE O NUMERO REPROVAR SE O NUMERO 

ÇÕES DEFEITUOSAS. DE OBSERVAÇÕES, n, ~- DE OBSERVAÇÕES, n, ~ 
IGUAL OU MAIOR QUE: IGUAL OU MENOR QUE: 

. (a) (ri,,;) (n" ~) 

. O 11515 ----
1 281 4 

2 299 48 

a 862 114 

4 "-?1 204 

5 4'79 80'7 

e 586 419 

,., --- 588 

O risco de uaa decisão errada, ea ua e outro sentido, é de 2% e a 

percentagea de concordt!ncia está entre_ 97, 5%. e 99, 5%. ; 

· (De "Cardiolipin antigens" WHO, - 1951 ). · 



TA BEL A IV 

· DECIS~ES NO TESTE SEQU~NCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA NA PROVA DE REATI­
VIDADE COMPARATIVA PARA ESPECIFiclqADE 1 • INDICANDO A PRIMEIRA OPORTUNIDA­
DE PARA ACEITAR OU REPROVAR UM ANTI~ENO. 

. I n" . I n" . I n" 
c a n a a a n a a a n a a 

o 14 - 18 111 72 86 195 170 . 
1 21 - 19 115 77 87 200 176 
2 28 -- 20 120 98 88 204 181 

a 84 4 21 125 88 89 209 187 

4 89 7 22 180 98 40 218 198 

5 45 11 28 184 99 41 218 198 
6 50 15 24 189 104 42 222 204 
7 56 19 25 144 109 48 286 210 
8 61 24 26 149 115 44 281 €15 
9 66 28 i . 2'i' 168 120 45 2"'86 221 

10 71 88 28 158 126 46 .~40 227 
i1 76 8'7 2~. H~3 ::1,.81 47 Z45 . 288 
1_2 .81 42 80 16'7 187 48 249 288· 
18 se 47 81 172 142 49 2y4 244 
14 91 52 "8~ 177 148 50 258 250 
15 96 57 88 181 158 51 - 268 256 
16 101 62 84 186 159 52 267 261 
17 106 67 85 190 164 58 --- 267 

Depois de n observações, · ano taaos o número de defeituosas a e deçidimos: • 
aceitar o antígeno ~a pro~a 'de t~dtividade coaparativa se n nao I aenor 
.que ri'a e o rejeitamos inteiramente se" nao . laaior que n"a· i 

Se i.uaa decisao nao puder ser feita, · continuamos a acumular observa­
ções.iO risco de uma decisao errada.é de 2% .em um . ou outro sentido e a 
concordtlncia· das observações está num intervalo entre 75% e 85%. i 

(De "Cardiolipin anti*en$" W.H.O. · l951).· 

TABELA V 

TESTE COM 6 U.N IDADES DE COMPLEMENTO 

SÔRO HUMANO INATIVADO 0,06 0,06 
. ANTÍGENO Ar (DfLUIDO) 0,10 ----
ANTÍGENO At (DILUIDO) ~--- 0,10 

(6 UNIDADES) 
.. . 

COMPLEMENTO 0,10 0,10 
SOLUÇÃO SALINA o,o~ 0,05 

90 MINUTOS A 87°0. · JUNTAR ENTÃO: 

H Etti~Á C I AS SENSIBILIZADAS 0,20 0,20 

15 MINUTOS A 87°0. LER HEM6LISE% 
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TA BEL A VI 

Diluições do s8ro reagente 

-
FATOR DE DI LUIÇÃO SÔRO REAGENTE SÔRO NEGATIVO 

1,0 -- --
1, a 0,20 o,o6 
1,8 0,15 0,12 
2, 4 0,10 0,14 
a, 2 0,10 0,22 
4, 2 0,05 0,16 
5,·e 0,06 0,2a 
'7, 6 0,04 0,26 

10,0 0,04 o, 86 
18,0 0,04 o;49 
18,0 0,04 0,68 
24,0 0,04 0,92 

Q U A D R O IX 

Exemplo da avaliação de '(1 

TUBO . o N- DILUIÇÃO HEMÓLISE % 'G (TABELA V 11 ) 

2 1, a 5% ---
a 1,8 ao% 0,44a 

4 2,4 80% 0,425 

5 8,2 100% ---

Para o cálculo tortar o valor maxt•mo de 'G que é 0 .,443. O outro valor 
de 'G, . O, 425, . dife r e de O, 443 de menos de 0,1.10. Asst• acei tallos O, 443 
coao 'G, . dentro das especificações de tolertincia de discrep&ncia. 



TA BEL A VII 

· GRAUS DE REAT I V IDADE COM SE I S UNIDADES DE COMPLEMEN'fO 

D(FATOR D.E DILUIÇÃO DO SÔRO) 

y% 1,0 1,3 1,8 2, 4 3,2 4, 2 5, 6 7, 5 

10 o-, 880 0,444 o, !585 0,'710 0,885 0,958 1 '078 1,215 

i5 o., 271 o, 885 0,526 .o, 651 0,776 0,894 1j029 1,156 

20 0,288 0,352 0,498 0,618 0,'748 0,861 0,986 1,118 

.25 o, 2.10 0,824 0,465 o, 590 0,'715 0,888 0,958 1,085 
.•. 

ao 0,188 o, 802 0,448 o, 569 0,698 0,811 0,986 1,063 

85 0,1'72 0,296 0,427 0,552 0,677 0,795 0,920 1,047 

.40 0,156 0,2'70 0,411 o, 586 0,661 0,779 0,904 1,081 

45 o, 148 0,262 o, 408 o, 529 0,658 0,771 0,896 1,028 . . 
50 0,181 0,245 o, 886 . o, 511 o,686 0,754 0,879 1, 006 . 

55 0,118 0,227 0,868 0,493 0,618 0,786 0,861 0,988 

60 o, 104 0,218 o, §159 o, 484 0,6<)9 ,o, '127 0,'862 0,9'79 

66 ' ~,o9o· .0,194 ;o, 885 .0,460 .0,68,i .0,708 . o-,828 - ~956 

. '70 0,0'75 .0,179 ,o,aao ;O, 455 .o, 580 .0,698 .0,823 'o, 950 

. '75 0,065 .0,169 o, 810 ' 0,485 o, 560 0,6'78 o,803 0,930 

.80 0,045 0,159 o,800 0,425 o, 550 0,668 o, 793 . · 0,920 

.85 0,028 .0,187 0,278 0,403 o, 528 0,-646 0,771 0,898 

90 o,ooo o, 11.4 0,255 o, 880 o, 505 0,628 0,'748 0,8'75 

OBSERVAÇÃO 

O grau de reatividade é calculado como 

'G = 1 og D(K~,A-1) • O, 568 

Para diluiç5es maiores ou igual a 10, calcula-se G, · 
juntando-se 1,0 ao valor correspondente na tabela 
VII. j Assia parti!)= 13 e heaólise = 30%, ."G = 1,3()2. j 
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SÔRO 

Q U A D R O X 

I 
COMPARAÇlO DA REATIVIOADE DE DUAS PARTIDAS DE ANTIGENO HA-j 

EM TESTES. COM 6 UNI OAOES DE COMPLEMENTO E COM DOSE DE ANTI GE­
NO IGUAL (1:50 em salina boratada) 

DE DILUIÇ~O HEMÓLISE % REATIVIDADE CLASSIFICAÇÃO 

LEPRA NQ 1: Ar At G r 'Gt DA OBSERVAÇÃO 

86 1, 8 80 25 o, 802 0,824 não defeituosa 
:t, e 65 '75 0,885 0,810 

95 10 20 80 1,288 1,188 não defeituosa 
18 45 40 1, 262 1,2'70 

807 '!,5 15 20 1,156 1,118 não defeituosa 
10 65 70 1,080 1,075 

895 10 25 80 1,210 1, 188 não defeituosa 
18 45 40 1, 262 1,270 

188 4, 2 10 15 0,958 0,894 

~~ 6 90 85 0,748 0,771 inad111iss (vel 

808 7,6 80 86 1,068 1,047 não defeituosa 

10 90 80 1,000 1,045 

246 8,2 10 25 0,885 0,715 defeituosa 

4,2 55 90 0,786 0,628 

OBSERVAÇÃ0: 1o sSro 188 mostra uma reação classificada como inad~~&iss(vel, 
pois há mais que 0 1 110 de diferen9a entre os valores de 'G, 
para um mesmo ant!geno. · Rea9Ões at!picas podem ocorrer por 
aplicapão da tabela de fatores de conversão, quando o s~ro 
imprime diferente inclinapão ' (h) à curva hemol!tica, que a 
encontrada na maioria dos soros em um determinado sistema 

· r~LMEIDA e FREI.TAS, · 1953) 
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QUADRO XJ 

t I 
COMPARAÇÃO DE ANTIGENOS SOLUVEIS EM PIR!UINA E 
L E C I TI N A DOS A O P O 5%; O A N"r( 13 E N O P A D R A O É HA ~ 5 (~ ) 

------------ --~·----.,·------··---.,-~···---............ r ....... --........ ~~- ...... ~ ................... ,. .................... _ .. _,_~~-· . ,. ~.~ ~.. ~ ~ 

ANTIGENO NUMERO DE OBSERVAÇOES DECI8AO liTULO JO AN1'18ENO 
-------~---

.,._._.,......, ___ . .__.,._,."'''' 
,...._......,._F_r'""'~---wg--_,.-, 

L\I<'s .. ;Dant a n • ll. _____ ,_ __ .,. ____ 
_ , _____ ......,_~ .. -~----· ,..., __ ,, ~--··~-~•x-•»•><•~- ~••> ~-•-u••---h~•·••n••• •·~.- ''-'.·•· ,..,. .,.._, ___ 

W.K.I<. (1) 3 36 aceito 4000 

W.K.K. ( 2) 1 23 aceito 3000 

28-0BQS 2 30 aceito 2500 

W.K.K. AP 11 14 r e provado < 1000 

W.K.K. p 1 22 aceito 2000 

HAoS ( 2) 4 42 aceito 7500 

HAuS (3) 1 22 aceito 7000 

HAQS (4) 1 23 ace1to 6500 

OBSERVAÇÃO:~ 

Os antígenos W.K.K.·~oram preparados de aaSrdo com as espocificaçBen 
originais de WITEBSKY, KLINGENBTEIN e KUHN (1931) du lotes de bacilos 
n° 48189.-0s nÜmr<<·os emtre l'ar~ntes!.s servem para di3r.inguir il. prJ. 
meira da segund~ psrtida.· 
W.K.K.·AP & o antÍgeno de W.K.K.·preparado de bac:los py~viamente ex­
traídos com a mistura 'gua, 'lao0l, lter.· 
W.K.K.·P 'o ant!geno w.K.K. (1) prealpltado por acetona em presença 
de cloreto de sddio.· 
HA-5, (~),(8)e(4) t~ompreendem a segunda, t'.':rc~e:J.rfl. r: q,;.,.:rtz;. partida d•o 

antfgeno HA-5 1 preparado de ac8rdo aom as esp0CLtireÇ5Pa dadas no 
capítulo II. · 
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Em teste semelhante aplicado 1 antígenos de cardiol.i<piQa, .a dose de 
antígeno é u'aada como se fSsse igual .l encontrada para o antígeno de re• 
fer~ncia, : Nease caso o teste não s6 nos dá meios de comparar o comporta• 
mento dos antígenos, como também sua própria concentração, Assim se to• 
marmos um mesmo antígeno de ca-rdiolipina mas em diferentes concentrações 
(coao por exeaplo o ant!geno 'original e outro preparado diluindo-o uaa 
vez em álcool), o teste de análise seqU~ncial forçosamente o rejeitará, · 
Se no entanto utilisarmos a dose de reatividade paralela, o antígeno se• 
rá acei~o; o método dará a noção da concentração relatiYa do material 

. antig~nico, · 
O método a 'resenta grande contraste com aquêle utilizado po1; .PADRON 

(1952) quando comparou os antígenos aquosos precipitados por método 
quantitativo, considerando títoulo do, .. antígeno igual à D(K's a • a)= ·a. · 
O Yalor a se refere ao primitivo C' descrito por W.J... ' 

O _quadro XII. mostra os títulos assim determinados em diversas parti­
das de antígenos aquosos precipitados, , 

QUADRO XII. 
, , ' 

TITULOS DE ANTIGENOS DETERMINADOS POR ME~ODO . QUANTITATIVO DE FIXAÇÃO DO 
COMPLEMENTO (PADRON, 1952) 

, , 
ANTIGENO PRECIPITADO BRUTO ANTIGENOS TRATADOS PELO BUTANOL 

... 
I .. 

Nº 
I 

NQ. TITULO TITULO 

. 48189-A 1280 48189-Mi' 8000 
48189-B 780 H87-M8 2600 
48189-F 1860 H87-1414 8500 
48189-G 900 BCG-1 800 
H87-D 1000 
H87-E 1190 
BCG-1 600 

Os antígenos não foram examinados .em teste de comparatibilidade de 
.reaçãe, · Dessa forma apena~ tivemos noção da relativa concentração dos 
extratos .aquosos, •não de seu comportamento com soros de lepra ou de tu• 
berculose humana, , 

Geralmente o antíge~p era então .experimentado .com soros de reconheci• 
da positividade, . lepra ou tuberculos·e, em número suficiente para dar 
~nformações sSbre o co~portamento do antígeno de nova partida, , 

REPRODUTIBILIDADE 
Quai).do se aplica o teste de comparação em análise seqüência} poderá 

se obter uma observação defeituosa por ~rro técnico ineren~e ao método, 
pois é de se esperar que em um determinado tubo os erros de pipetagem ae 
acumulem em um mesmo sentido,·N~sse caso, . poderíamos ser levados a re• 
provar um antígeno injustamente 1 

Uma pesquisa foi recentemente levada a efeito por ALMEIDA e THOMPSON 
(19iS) comparando um determinado .antígeno com ~le mesmo, · A experi~ncia 
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compreendeu 314 pares de observaç6es, com 15 inadmissíveis e as restan~ 
tes 299 com 139 mostrando diferenças em G menores de 0,018; 232 pares 
com diferenças menores que 0,035 e 286 com diferenças menores qu,e 0,070.' 
As 13 restantes, eram observaç6es defeituosas (com ·c igual ou maior que 
0,07Q). ,, 

A e~periGncia indica que se pode esperar 4,3% de observaç5es defei• 
tuosas por erros técnicos; a incidência é muito mais baixa que a estipu• 
1 ada por MALTANER e THOMPSON (1948) para pares de reações feitas ao mes• 
mo tempo. 

'REATIVIDADE EM SOOOS NORMAIS E SOROS DE LEPRA E WBERQJLOSE 

O hapteno isolado do bacilo da tuberculose (antígeno HA~5) foi espe• 
rimentado com soros de pessoas noraai8o ! Êsse grupo compreendeu indiví• 
duos adultos não selecionados e crianças cuidadosamente controladas. • 

O grupo adulto noraal compunha-se de soros WASSERMANN nega ti vos, de 
pessoas não reconhecidamente· doentes. , Eram soros que vinham à exame para 
exame pré-nupcial e dados clínicos não puderam ser obtid~s.: 

. Os soros de crianças foram ~h-tidos por intermédio da National Founda· 
tion for infantil e Paralysi s e compreendiam um grupo bem se) ecionado.: ~s 
crianÇas, entre 2 e 5 anos de idade, tuberculino negativas, e sangradas 
antes de inoculadas com a vacina de SALK. · O grupo de crianças compunha• 
se de 651 pacientes. q -

Soros de tuberculosos, obtidos através o NEW YORK STATE DEPARTMENT OF 
HEALTH, - compreeriJum um grupo de 177 pacientes, _ ~m diversos e~tadios da 
infecçã~, . muito~- dêles com afta ~ontrolada.· , . . 

Os soros de lepra lepromatosa, provieram de pacientes do Sanat6rio 
Padre Bento e Colonia de Santo Angelo ambos do Departamento de Profila • 
xia da Lepra do Estado de São Paulo. j 

Todos êsses soros foram testado~ com o antígeno HA•5 lecitinado a 
0,05% em provas de fixação do complemento quantitativa. · Os resultados 
constam do quadro· XIIL j 

Maior reatividade foi observada com s8ro· de lepra; soros de tubercu• 
Jose mostraram apenas 3% de resultados negativos. • 

Reações de baixos títulos foram observadas em todos os grupos, com 
exceção de lepra; tais resultados urgem uma investigação para o conheci• 
mento do significado de tai~ títulos, obtidos mesmo em grupos onde tu• 
berculose poude ser excluida. · Um fato no entanto é evidenciadó::o signi• 
ficado de títulos altos em diversos grupos. •Realmente, se tomarmos os 
título~ m~i9-r,~~- que , seis, . verificaremos o ~égular comportamento dos gru­
pos es~ud~dos. • Adultos mostraram 22% de soros com títulos maiores que 6 
mas apenas 1% com títulos maiores que 12.•0 significado d~sses títulos 
não poude ser conhecido, por fal~a de informaç6es clínicas. , Estudos es• 
tão em progresso entre universitários, com exame clínico e testes para 
tuberculose feitos sob a direção do professor Dr.j 'RAFAEL DE PAULA SOUZA 
da Faculdade de Higiene e Saúde Pública. ; Dessa forma, o quadro XIII. nos 
dá apenas um esquema do comportamento do antígeno por nós estudado, sem 
pretender conhecer o exato significado de tais achados. cNo entanto os 
resultados obtidos com sôro de lepra, indicam a reatividade maior obser• 
vada nesses grupos de soros experimentados.· 
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Q U A D R O XIII 

, 
REATIVIDADE DO ANTIGENO HA-5, LECITINADO A 0,05%, 
EM DIVERSOS GRUPOS DE PACIENTES. , 

• 
G R U P O S 

T f T U L O S 
CRIANÇAS ADULTOS ~ 

NORMAIS(*) NORMAIS TUBERCULOSOS LEPROSOS 

(3,0 78% 46,4% 3% 0% 
3,1 • 6,0 21,4% 31~4% 28% 0% 
6,1 • 12,0 0,6% 21,2% 30% 0% 

12,1. 20,0 0% 1% 12% 0% 
)20,0 0% O% 27% 100% 

TOTAL 651 597 • 177 112 

(*) Tuberculino•negativas 
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RESUMO 'GERAL E OONCLUSÕES 

1~ • A reação de fixação do complemento em sôro de lepra com antígenos 
preparados de bacilos da tuberculose se deve .A atividade hapt~nica dos 
fosfatídeos ácidos complexos ligados à carboidratos e solúVeis em piri· 
dina. ' 

2• • O efeito anticomplementar dos antígenos solúveis em piridina & 
corrigido pela lecitina; efeito semelhante se observa nos antígenos 
aquosos do bacilo da tuberculose. · 

3• . • As reações entre antígeno, anticorpo ~ e complemento, podem ser me• 
lhor estudadas por meio das "curvas de i sofixa~ao" obtidas por projeção 
de antígeno contra sôro, o complemento send6 mantido constanteo ' 

4• a A curva de isofixação em seu ramo vertical permite determinar as 
condições necessárias para a titulagem de antígenos é também a influen• 
cia da quantidade de sôro presente na reação sôbre os par&metros da li• 
nha 4e regressãci: l antígeno•complemento. • 

s• - o ramo horizontal da curva de isofixação indica as condições nas 
quais se deve processar a titulagem do sôro.·A influ~ncia da dose de 
antígeno empregada sôbre os par&metros da linha de iegressão sôro•com• 
plemento poude ser apreciada e dada uma correta interpretação. · 

6" • A dose de antígeno a ser usada numa titulagem de sôro é aquela 
que não afeta o relativo paralelismo das curvas de isofixação, , Então, 
complemento fixado será função linear da quantidade de sôro presente. · 

7• • A parte da curva de isofixação que liga os dois ramos assint6ti• 
coa, traduz a suplência observada entre sôro e antígeno e indica as con• 
dições em que a fixação do complemento depende tanto da quantidade de 
sôro presente, como da quantidade de antígeno usado, : N~sse caso a titu• 
]agem de qualquer um dêsses elementos não poderá ser feita. : . 

8• • Para a titulagem de soros, por método simplificado, fatores de 
conversão são ~tilizados,·t~ses fatores foram determinados para o siste• 
ma lepra onde os valores de h sofrem marcada influência da quantidade de 
complemento necessário para 50% de hem6lise, pois há estreita dependên• 
cia entre a per centagem de complemento fixado e a inclinação da linha de 
regressão logaritmo de complemento contra logitos de hemólise. · 

.9• - A padronização da reação de fixação do complemento exige a repro­
du tibi lidade das partidas de antígenos. · Métodos de análise se·qU~nci al 
foram então adotados· para o sistema lepra e tabelas construídas para 
maior facilidade de uso e precisão de resultados, com o menor nú~ero 
possível de observações. ' 

10• a A reprodutibilidade dos antígenos solúveis em piridina é maior 
que a observada com os antígenos aquosos; sua estabilidade é também su• 
perior e não se observou, em um ano, · qualquer alteração de suas proprie• 
dades. ' 

11•· O estudo da reação entre sôro de lepra e antígenos solúveis em pi• 
ridina sugere a aplicação da re~ção de fixação do complemento quantita• 
tiva para contrôle sorol6gico da leprose, não s6 como meio diagnóstico 
auxiliar, como também para avaliar sorol~gicamente o efeito das drogas 
modernamente utilizadas para seu tratamento. 
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