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PREFAC

A . .
ESTE TRABALHO QUE APRESENTAMOS COMO TESE AO CONCURSO DA CADEIRA DE
"MICROBIOLOGIA JMUNOLOGJA APLICADAS, DA FACULDADE DE HIGIENE E SA8DE
PdBLICA, TEVE INIC10 EM 1951, QUANDO NOS PROPUZEMOS A APLICAGRO DA TEC-

N1CA QUANTITATlVA DE FIXAQAO DO COMPLEMENTO, PELO METODO DE WADSWORTH, -
MALTANER e MALTANER, EM SOROS DE LEPROSOS EM TRATAMENTO. ESPERAVAMGS
ENCONTRAR UMA CORRELAGAO ENTRE REATIVIDADE SOROLGGICA E ESTADO CLINICO
DO PACLENTE, POIS TRABALHOS DE VARIOS AUTORES PERMITIAM TAL PLANI=
FICAGAO., '

DENTRE AS PRIMEIRAS DIFICULDADES ENCONTRADAS, AVULTAVA A INSTABILI=-
DADE DO ANTIGENO AQUOSO EXTRAIDO DO BACILO DA TUBERCULOSE, ALTADA A
INCERTEZA DE SE PODER REFRODUZIR ANTIGENOS A PARTIR DO MESMO LOTE DE
BACILOS DESSECADOS, No ENTANTO, ESTUDOS DE BIER E SEUS ASSOCIADOS
INDICAVAM SER O ANTIGENO SOLUVEL EM PIRIDINA, ESTAVEL,: REPRODUTIVEL E
DOTADO DE CAPACIDADE DE REAQAO coM sBRO DE LEPROSO.

.0S DOIS GRUPOS DE ANTIGENOS FORAM ESTUDADOS COM A COOPERAGAO VALIOSA
DE PANGBORN,Aoo DEPARTAMENTO DE SAUDE PUBLicA Do ESTADO DE NOVA lORgUE E
COM A COLABORAGAO TECNICA DE PADRON,* ASSISTENTE DA CADEIRA DE QUIMICA
BioL6aica DA EscoLaA PAuLiSTA DE MEDICINA E TECNOLOGISTA DA FACULDADE
DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE A0 PAULO. ,

NA {NVESTIGAGAO DAS PROPR{IEDADES DOS ANTIGENOS TIVEMOS OCASIAO DE
VERIFICAR A IMPROPRIEDADE DE CERTOS CONGCEITOS FUNDAMENTAIS DO METODO DE
ALBANY; OBSERYAQOES DA MESMA ORDEM JA TINHAM SIDC FEITAS POR VARIOS
INVESTIQADORES. O ESTUDO MAIS DETALHADO DAS CONDIGOES EM QUE A REAGAO DE
FIXAGAO DE COMPLEMENTO SE PROCESSA, COM SOROS DE LEPROSOS, E, POSTERIOR=-
MENTE DE OBSERVAQOES SEMELHANTES EM OUTROS SISTEMAS PERMITIU—NOS APRE=
SENTAR. O método das curvas de iscfixagdo PARA A NITIDA COMPREENSAO DA
REAGRO.,

0 MéTooo INDICAVA AS CONSEQUENCIAS POSSIVEIS NO USO DE DIFERENTES
DOSES DE ANTIGENO PARA DETERMINAGAO DOS TITULOS DOS SOROS. A SIMPLIFICA=
GKO DA TECNICA EXIGINDO A APLICAGAO DOS FATORES DE CONVERSAO DEU OPORTU=
NIDADE PARA OBSERVAR A INFLUENCIA DA QUANTIDADE RELATIVA DE COMPLEMENTO
FIXADO SOBRE A INCLINAGAG DA FUNGAO LOGISTICA, E ESTABELECER OS PONTOS
DE CONTATO ENTRE AS TECNICAS ADOTADAS EM ALBANY E AQUELAS EMPREGADAS
PELO GRUPO DE HEIDELBERGER.

NA COMPARAGAO DE ANTIGENOS UTIL1ZOU=SE 0 METODO seQUEéNciIAL DE
ANALISE DE PARES DE RESULTADOSDE MANEIRA SEMELHANTE AO METODO EMPREGADO
NA PADRONIZAGAO DOS ANTIGENOS DE CARDIOLiIPINA.

Ao APRESENTAR AS CONCLUSGES DESTE TRABALHO, ' TEMOS A NITIDA IMPRESSAO
QUE ATUALMENTE ESTAMOS-MAIS PREPARADOS PARA RETOMAR O PROBLEMA PROPOSTD
EM 1961, coM O ESTUDO DA REAGAO DE FIXAGAO DE COMPLEMENTO DE LEPROSOS EM
TRATAMENTO.

*) Com ajuda de uma bolsa de estudos da FUNDAGAO ROCKEFELLER.
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INTRODUGAO

A reagdo de fixagédo do complemento para a lepra, conhecida como rea=
Gdo de EITNER tem sido empregada entre nés, nao em rotina hospitalar,
mas como instrumento de investigagﬁo cientifica, ,

Os ant1gen05 empregados t&m variado, desde extratos de lepromas até
fragdes extraidas de bactérias 4lcool-4cido resistentes, mas de um modo
geral, a reagado de EITNER tem se mostrado de valor no estudo da sorolo-
gia da lepra em suas diversas formas, tendo sido evidenciado certo para-
lelismo éntre reatividade sérica e estado clinico do pac1ente.

Neste trabalho apresentamos um estudo sistemdtico da reagao de fixa-
Gao de complemento para a lepra, com a padronizagdo dos diversos elemen-
tos da reagao e com a descrigdo pormenorizada dos métodos utilizados na
preparagao de antigenos.

Utilizamos a técnica de fixagdo do complemento descrita por WADS-
WORTH, MALTANER e MALTANER para os sistemas sifilis e tuberculo-
se. Os resultados obtidos por &sse método tem se mostrado de gran-
de utilidade n&@o sé no diagnéstico de infecgdes como para o contrdle do
tratamento.

De 1952 a 1953 empregamos o antigeno descrito por PADRON (1952) no
estudo sorolégico de pacientes do Sanatério Padre Bento, com a finalida-
de de colhér informagdes a respeito da reatividade do sbro do leproso
durante as diversas fases por que passa o doente durante o tratamento
pela sulfona.

O antigeno aquoso precipitedo era um passo avante, do antigeno prepa-
rado s1mplesmente por ebuligdo em égua destilada de bacilos da tubercu-
lose, préviamente tratados pela acetona, segunde o método de.MALTANER.

O antigeno de MALTANER nao sé era dificil de se manter como também
possuia pequeno poder fixador do complemento., O antigeno aquoso precipi-
tado de PADRON conservava-se melhor e seu titulo era maior, em presenga
de sdro de lepra que outro preparado da mesma partida de bacilos, pela
técnica de MALTANER.

Desde que antigenos aquosos séo dificeis de serem reproduzidos, foi
empregada uma dnica partida de.antigeno no estudo dos doentes do Sanatd-
rio Padre Bento; os resultados obtidos ent@o puderam ser comparados. Es-
se antigeno, no entanto, era turvo, apresentando parte que se precipita-
va depois de uma semana, quando mantido em geladeira, Propriedades anti-
complementares apareciam concomitantemente, obrigando- nos a fazer sema-
nalmente a diluigdo do antigeno liofilisado.

O problema do antigené a ser utilizado na sorologia da lepra deveria
ser re-investigado e por sugestdo nossa foi organizado um programa de
estudos sistemdticos envolvendo a comparagio de atividade antigénica,
métodos de avaliagdo e a purificagdo dos antigenos propostos para as rea-
Goes quantitativas de fixagdo do complemento.

O presente trabalho investiga as relagdes quantitativas entre sro
de leproso e os antigenos solidveis em piridina, A experi&ncia de BIER e
ARNOLD (1935) em lepra, com o antigeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN
indicava ser solidvel em piridina, o principio ativo do bacilo da tuber-"
culose que reagia com sdro de lepra.

PANGBORN (1954), seguindo o método de WITEBSKY ET AL. (1931) para a

extragdo dos principios antigénicos do bacilo da tuberculose, verificou
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sua solubilidade em dgua, éter e dlcool. O antigeno preparado pelo novo
métedo é descrito neste trabalho,

Ulterior fracionamento do antigeno soluvel em piridina levou ao iso-
lamento de uma fragdo especifica, encerrando priticamente toda a ativi-
dade antigénica do preparado original.

Durante a experimentagéo com essas fragdes e sdro de lepra, tivemos
ocasido de verificar a impropriedade de certos conceitos adotados na re-
agao quantitativa de fixagdo dp complemento utilizada em ALBANY, N.Y.
Consideramos ent@o outros métodos para apreciar o fendmeno de fixagao de
complemento, como por exemplo, a determinagdo do titulo do s8ro, o aban-
dono do titulo por quociente e apresentamos as chamadas curvas de iso-
fixagdo do complemento como método para o estudo das relagdes entre sd-
ro, antigeno e complemento..

Na presente tese estudamos a reagiao de fixagdo de complemento para a
lepra com o antigeno aquoso de MALTANER e com as fragdes purificadas
ativas extraidas dos antigenos solidveis em piridina. E mais um roteiro
de métodos e ndo pretende mais que dar uma contribuigdo ao estudo da so-
rologia da lepra; o valor da reagédo de EITNER como meio semiolégico na
apreciagéao do tratamento da leprose seréd avaliado oportunamente pelos
leprologistas.

A REAGAO DE EITNER. ESBOGO HISTGRICO

Quando em 1906 EITNER experimentou um extrato de leproma com sdro de
leproso em uma prova de fixagdo de complemento, jéd a literatura médica
assinalava semelhantes reagdes praticadas com bacilos da tuberculose e
s8ro de tuberculoso."

Dois anos mais tarde EITNER examinava um sSro de leproso com um an-
tigeno preparado de coragao de cobaia; obteve resultados positivos na
reagdao de fixagdo do complemento, semelhantes aos por &le descr1tos an-
teriormente.,

A reagdo seria especifica para a lepra ou havia um particular com-
portamento do s8ro do hanseniano?

STATINEANU e DAMELOPOLU em 1908 descreviam anticorpos especif:cos no
s8ro de leproso, mas j4 no ano seguinte assinalavam reagdes entre sus-
pensdes coloidais salinas de lecitina e soros de lepra.

Era de se esperar, dado o parentesco entre os bacilos da lepra e o
da tuberculose, que soros de leprosos pudessem reagir em provas de fixa-
G8o do complemento com suspensbes bacilares. J& em 1909 FRUGONI e PIZANI
obtinham reagdes positivas examinando onze soros de leprosos com suspen-
s6es de bacilos da tuberculose,’

Antigenos preparados de lepromas conservados em élcool podiam ainda
reagir com soros de lepra, segundo BABES e BUSILA (1909).

A preferé@ncia dos investigadores se orientou no emprégo de antigenos
preparados de bacilos da tuberculose, porque eram mais féceis de se ob-
terem e por se procurar uma reagao sorolégica para a tuberculose. Os ca-
sos de lepra estudados na ocasido eram raros e as reagdes eram pratica-
das por aqué@les sorologistas empenhados nos estudos de tuberculose.

Em 1910 STENFFENHAGEN obtinha trés reagdes positivas em oito soros
de leprosos, com o antigeno preparado de suspensdes de bacilos de KOCH;
em 1913 WILLIS teve ocasido de estudar treze soros de lepra com antige-
nos preparados de diversas espécies de bacilos da lepra, de bacilos da
tuberculose, variedades humana e bovina, e outros dcidoeresistentes sa-
préfitas, Obteve reagdes positivas com os diversos antigenos, definindo
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entdo a capacidade polifixadora do s8ro leproso. Os antxcorpos encon-
trados na leprose seriam relacionados com todo o grupo de microrganismos
dlcool-4cido resistentes, Haveria no s8ro anticorpos anti-dcido graxos;
na tuberculose os anticorpos seriam diferentes, embora houvesse notével
reciprocidade no comportamento dos soros de lepra e dos de tuberculose.

As relagdes imunobiolégicas entre lepra e tuberculose foram estuda-
das por MUCH (1913); no ano anterior, numa reunido da Sociedade de Medi-
cina e Higiene, em Londres, em 16 de fevereiro, tivera ocasiao de mos-
trar a semelhanga entre os anticorpos da lepra e da tubérculose e:foi
quasi profdticamente que disse ser possivel talvez produzir uma imunisa-
g8o para ambas as infecgles.,

Trabalhos esporddicos s3bre fixag@o de complemento com antigenos de
-lepromas somavam até 1915 um total de 185 reagdes, com 75% de positivi-
dade na forma cut@nea, contrastando com 25% observados na forma anesté-
sica; todas essas reagbes tinham sido praticadas com anfigenos alcoéli-
cos; os resultados obtidos com antigenos aquosos indicavam maior pos1t1°
vidade, com 84% na forma cuténea e 41% na forma anestésica.

Reagdes com antigenos bacterianos somavam 279 até 1916, com 180
delas praticadas com tuberculina bruta de KOCH, com positividade de 68%;
89 soros testados com suspensdes bacilares 1ndlcawam reatividade em 83%.

Em 1919 COOK estudou 20 casos de lepra, empregando 19 diferentes
antigenos, preparados de culturas de bacilos da. lepra, bacilos tuber-
culosos, difteroides e dcido resistentes sapréfitas. Mostrou que anticor
pos fixadores de complemento estavam presentes em grande concentragao em
soros de leprosos na forma nodular. Esses soros teriam tendéncia para
dar reagdes positivas com o antigéno de WASSERMANN, porém, sdmente em
baixas diluigdes. A fixagdo de complemento era positiva com todos os
ant1genos de bactérias dlcool-dcido resistentes e dai a impropriedade da
reagdo como argumento favorével a atribuir a certas culturas de‘ofganismos
isolados de lepromas, papel etiolégico especifico. -

Essa propriedade de multi-fixagdo do complemento seria, na opinido
de LEWIS e ARONSON (1923) um caracter diagnéstico do sdro de lepra,. pois
ndo obtiveram com soros sifiliticos ou tuberculosos a percentagem de 93%
de reagdes positivas quando praticadas com antigenos de bactérias 4cido
resistentes, em 26 soros examinados. Os #ntigenos de LEWIS e ARONSON:
(1923) eram suspensées aquosas de culturas. (bacilos da lepra de CLEGG,
de DUVAL, de KEDROWSKY, bacilo do smegma). A extragao com acetona reti -
raria a gordura, permitindo uma suspensdo mais estdvel, segundo TAYLOR e

MALONE (1924), que examinaram 100 soros de lepra, com positividade de
* 90%. Contrdles consistindo de 14 soros normais e 23 sifiliticos deram
reagdes negativas, enquanto 30 casos de tuberculose apresentaram 6 rea-
Goes4; 0 antigeno empregado era uma suspensdo a 2% em salina, de bacilos
desengordurados pela acetona.

No BRASIL, GOMES (1927) utiliza-se de um antigeno preparado com o
Streptothrix leproide de DEYCKE; examinando 83 leprosos em reagdes de
fixagdo do complemento encontrou positividade de 82%; a forma tuberosa-
com 89%, a mista com %% a mdculo-anestésica com 70% e a forma frustra
com 50%; na forma nervosa a positividade foi de 87%.

No mesmo ano FREUND observava que a lecitina aumentava o poder anti-
génico do extrato alcoéllco de Leptothrix até 200 vézes, em provas de
fixagdo do compleménto, v

O trabalho de GOMES. despertou grande interé@sse entre os leprologise
tas; a reagdao teria grande valor no diagnéstico precoce da lepra (GOMES
e PATTEO, 1928) e na profilaxia da infecgao (MARCONDES, 1929)..
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Em 1928 SOUZA LIMA apresentou os resultados obtidos com a reagao de
'‘GOMES em 96 leprosos; em 9 casos de lepra tuberosa, 8 reagiram; 40 rea-
¢d2s positivas em 42 soros de lepra mista; 37 casos de lepra nervosa com
28 positivas; em 8 pacientes de forma frustra, apenas 4 reagoes foram
positivas; examinando 28 comunicantes, encontrou 9 reagdes positivas,
Incluiu contrdles consistindo de 46 casos de tuberculose, com reagdes
ligeiramente positivas.

'GOMES em uma série de publicagdes entre 1927 e 1935 aponta a utili-
zagao da reagao de fixagao de complemento nos servigos de rotina dos le-
prosdrios e também para o contrdle dos comunicantes (GOMES, 1935). Os
leprosos poderiam ser sensibilizados por administragio de 1odeto de
potéssio, com maior positividade sorolédgica(GOMES e ANTUNES, 1930). A
reagdo de GOMES-DEYCKE teria também sua aplicagdo na descoberta da lepra
latente {FAILLACE, 1931; 'GOMES, 1931).:

Em 1931, WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN descrevem o antigeno solidvel
em piridina e benzol, extrafdo do bacilo da tuberculose; o antigeno era
estdvel e reprodutivel, sendo desde entdo até 1939 produzido pela casa
BAYER.

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

Resul tados semelhantes foram obtidos por AOKI e MURAO (1933) que ob-
tiveram com €sse antigeno 9 reagdes positivas em 16 leprosos com a forma
tuberosa e 9 em 24 casos de forma nervosa, Quatro soros em 10 de tuber-
culose reagiram, enquanto apenas um mostrou reagao entre 5 sifiliticos."

KORNEL (1933) obteve 10 reagdes positivas em 10 casos de lepra cuté-
nea; uma reagao foi negativa em 3 pacientes de lepra maculosa; fracas
reagoes em dois casos suspeitos mas em 3 comunicantes duas reagdoes foram
fortemente positivas. Soros de tuberculose, em nimero de 10, mostraram
apenas 4 reagoes positivas, Comparando seus resultados com o antigeno
W.K.K.- com os obtidos com ant{igenos preparados de lepromas, achou con-
cordincia em lepra, mas nao em tuberculose. Soros de lepra deram WASSER-
MANN positivo, mas ndo os soros de tuberculose, Soros sifiliticos reagi=-
ram com antigenos preparados de lepromas, mas ndo com o antigeno de
WITEBSKY (W.K.K. ).

No Brasil a reagao de GOMES continuava a ser praticada; em 1935
ASSUMPCAO ¢ SILVEIRA obtinham 90% de positividade na lepra cut@nea, 85%
na lepra nervosa e 70% na forma mista., Em seu trabalho relatam ter en=«
contrado 70% de positividade em leishmaniose.

Em 1935 BIER e ARNOLD examinaram 272 casos de lepra, empregando o
antigeno W.K.K.; obtiveram 79% de reagdes positivas. Nos casos de forma
mista (186 casos) a incidéncia foi de 94%; a lepra nervosa (14 soros)
reagiu com 57% enquanto em 72 casos de lepra incipiente a positividade
fo1 apenas de 44%. 0 valor da reagao de fixagao de complemento na lepra
foi mais uma vez apontada por BIER (1936) em um estudo sébre a sorologia
da lepra, Confirma o achado de ASSUMPGCAO e SILVEIRA, mostrando a reagéo
cruzada entre W.K.K. e leishmaniose.

Entre nés outros autores consagram o emprégo da reagao de fixagdo do
complemento na lepra, com o antigeno de WITEBSKY (PEREIRA, 1936; RABELLO
FILI'"C e MACHADO, 1936; RABELLO FILHO,MACHADO e PINTO, 1938;PEREIRA, 1938).
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O método de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, poderia ser empregado no
preparo de antigenos a partir do Streptothrix de DEYCKE (BIER e PLANET,
1936 ).. As reagdes ndo seriam tado intensas, podendo haver causas de erros
em soros fracamente positivos.

O s8ro leproso reagia intensamente com o antigeno de W.K.K.; 50 rea-
Goes 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
antigeno de W.K.K. era no entanto capaz de reagir com outros soros
ldbeis como de p&nfigo e leishmaniose. Em 13 casos de p&nfigo &sses
dutores encontraram 5 reagdes positivas (38,5%) e 26 soros de leishma-
niose, em um grupo de 34, reagiram (76,5%)s Em soros ndo ldbeis WASSER-
MANN negativos (74 soros) encontraram apenas 4% de reagdes 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 clinicas da lepra, pois as formas. .tuberculoides apresentavam em
70% dos casos, reagdes negativas, segundo RABELLO FILHO e PINTO (1938).

Os resultados obtidos na INDIA por GREVAL, LOWE e BOSE, (1939), con-
firmavam integralmente os achados da escola de BIER; em 12 casos de le-
pra lepromatosa, tiveram €sses autores apenas uma reagao negativa; na
forma nervosa da infecg@o houve alta positividade; 37 reagdes em 38 so-
ros, Os titulos dos soros eram altos, até 1:150;ﬂos soros contrdles, 25
soros sifiliticos deram reagdes negativas, com excegdo de um, com reagdo
fracamente positiva com W.K.K. Assinalam a reagéo com soros de calazar e
apontam a pouca especificidade da reagéo.

Os trés tipos de lepra, lepromatosa, nervosa e mista, diferiam em
seu comportamento sorolégico de maneira té@o nitida que haveria razdes
para afirmar que a resposta imune era provocada pela presenga do bacilo
da lepra, segundo ROW, 1939,

O trabalho de BIER em leishmaniose e antigeno W.K.K. foi confirmado’
por LOWE e GREVAL (1939) em 17 casos de calazar ¢ 3 de leishmaniose
cutinea. Em se tratando de lepra e calazar e reagdo com a dltima infec-
gdo seria de maior intensidade, segundo GREVAL, LOWE e BOSE (1939),

Antigenos preparados de culturas de bacilos da lepra de ratos, com
ou sem cefalina, foram utilizados por ICHIATA em 1940, em um inquérito
sorolégico entre criangas com longo contacto com leprosos em Shorokuto,
na COREA. Dentre 34, 2 criangas apresentaramn reagdes positivas, Uma de=
las mostrou sintomas de lepra dois anos depoiss O autor acredita estar
em face de um antigeno especifico para a lepra e o recomenda para o
diagnéstico precoce da infecgéo,

Antigenos aquosos de bacilos da tuberculose, prdviamente extraidos
- com acetona, reagiram com 47 soros de lepra, em reagdo de fixagdo de
complemento quantitativa (MALTANER E. 1940); titulos mais altos foram
encontrados na forma cutfinea,

A reagio de fixagio de complemento com s8ro de leproso e antigenos
preparados de bactérias dcido-resistentes isoladas de lepromas, ndo po-
dia servir de argumento para identificar o papel etiopatogénico das cul-
turas, segundo:DARMENDRA ¢ BOSE (1941) e DARMENDRA (1941), pois antige-
nos preparados de culturas de bacilos de DUVAL, de BAYON, de KEDROWSKY e
de LLFRAS, aas1p como bacilos da tuberculose e M phlei, deram reagdese
priticamente iguais com 12 soros de lepra lepromatosa. Experi&ncias com
.absorgdo de soros com suspensfes bacilares e filtragéo mostraramsse in-
capazes de distinguir as diferentes culturas testadas (DARMENDRA, 1941).

O traballio de BIER e PLANET (1936) indicando a reatividade do s8ro
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de leishmaniose com o antigeno de W.K.K. continuava a ter larga reper-
cussdo na INDIA. GREVAL, CHANDRA e DAS (1941) recomendaram seu uso em
rotina. LOWE (1942) experimentou o antigeno de W.K.K. néo sé em lepra
como em calazar, obtendo resultados muito nitidos na lepra nodular e no
leishmaniose. A reagdo seria mais precoce que o teste & formalina. Na
forma nervosa da lepra a reagdo seria de pouca utilidade, em vista da
baixa 'percentagem de reagdes positivas. O s8ro de calazar teria maior
poder de reagdo com o antigeno de W.K.K. que o préprio sBro de lepra.
LOWE compara a reagao com o calazar ao WASSERMANN em sifilis secundéria.

O antigeno de W.K.K. foi experimentado em dermatoses tropicais por
EICHBAUM (1942) que examinou 300 soros incluindo leishmaniose, pénfigo,
lepra, blastomicose e casos contrdles de tuberculose pulmonar.{A percen-
tagem de reagGes positivas nas diversas entidades clinicas foi a seguin-
te: leishmaniose 20%; pénfigo 20%; lepra 88%; blastomicose 0%; tubercu-
lose pulmonar 27%. Os anticorpos responsdveis pela reagao foram analiza-
dos por provas de absorgdo especifica, quer com o mesmo antigeno de W.K.
K. quer com suspensdes de bacilo da tuberculose. Sdmente soros de tuber-
culose eram ficilmente absorvidos; os soros de lepra puderam ser dividi-
dos em dois grupos; um semelhante -ao s8ro tuberculoso, pois mostra ab-
sorgao integral dos anticorpos, com o antigeno de W.K.K., porém difere
do grupo tuberculoso, por ndo se deixar absorver com suspensdes de baci-
los de KOCH; outro grupo de soros de lepra nao se deixaria absorver nem
pelo antigeno de W.K.K. nem por suspensao bacilar, Os soros de leishma-
niose, pénfigo e blastomicose se comportam de maneira semelhante aos so-
ros de lepra do segundo grupo. Isso seria um caracter de labilidade:
sérica ndo necessiriamente demonstréavel pela reagdao de WASSERMANN, mas
capaz de ser evidenciada por outro antigeno lipéidico como o de WITEBS-
KY.

A reagdo entre lecitina e sdro de lepra foi estudada por EICHBAUM
(1942), empregando lecitina de ovo, do comércio, e de diversas marcas,
tanto em provas de floculagdo como de fixagdo do complemento. Em 229 so-
ros de lepra obteve 141 reagdoes positivas (61%); a maior freqliéncia
(72%) foi encontrada na lepra tuberosa e mista, enquanto apenas 37% na
forma méculo anestésica, A reagédo com lecitina concordaria com 80% das
reagoes WASSERMANN positivas no grupo de leprosos. Em 335 contrdles, in-
cluindo 151 soros sifiliticos e tuberculosos, leishmaniose, gravidez, a
reagdo com a lecitina foi positiva em 4% dos soros testados. Maior inci-
déncia (8%) foi achada entre os soros sifiliticos, Os antlcorpos ou rea-
gina anti-lecitina teriam sua formagdo relacionada a agéo dos fosfati-
deos hapténicos liberados do tecido doente (EICHBAUM, 1942); poderia no
entanto haver antigenos comuns presentes no bacilo de HANSEN, em ovos,
tecidos de mamiferos, bactérias, fungos. Essa ubigqliidade de substé@ncias
lipéides explicaria a polifixagdo :dos soros leprosos (EICHBAUM, 1942).

O antigeno de W.K.K. continuava a ter grande emprégo na sorologia da
lepra e do calazar na INDIA (SEN GUPTA, 1945; DHARMENDRA, BOSE e SEN
GUPTA, 1946; GREVAL, 1947; SEN GUPTA, 1948).

A reagd@o obtida com o calazar com o antigeno de W.K.K. seria igual-
mente demonstrédvel com antigenos metilicos segundo BAYARRI e AHUIR
(1947), que em 20 pacientes com pungéo esplénica positiva para leishmi-
nia, obtiveram 18 reagoes de fixagdo de complemento positivas com o an-
tigeno de BOQUET e NEGRE.

Na impossibilidade de se obter o antigeno original de W.K.K., os
inddis prepararam antigenos pela técnica original de WITEBSKY, KLINGENS-
TEIN e KUHN, a partir de culturas do bacilo de KEDROWSKY (DHARMENDRA,
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BOSE e 'SEN 'GUPTA, 1946) e os usaram com bons resultados no Servrgo uv
Calazar, da Escola de Medicina Tropical de Calcutd:: a reagiao foi 94,6%
espe:if :a para o calazar em 1917 soros examinados de pacientes com lei-
shmfric~ u=uconstradas e om o teste de aldeido positivo.

Em 1956, "ALMEIDA, CARVALHO e PADRON, publicaram os resultados de um

1.5 rito sorolégico feito no Sanatério Padre Bento durante os anos de
1952 e 1954. O antigeno foi preparado de bacilos de tuberculose pela té¢
nica de PADRON (1952). Todos os pacientes :m nimero de 534 foram examina
dos rad..ldgicamente para exclusdo de tuberculose. Os anticorpos fixado-
res de complemento foram titulados pelo método das-seis unidades de com-
plemento. O primeiro grupo de doentes sem “ratamento, num total de 74 ca
sos mostravam bacilos de Hansen nas lesdes cutfineas e na mucosa nasal;
19% deles tinham t{tuloscmenores que 10; 51% t{itulos entre 10 e 100 e
30% ~itulos maiores que 100. .0 segundo grupo com 270 pacientes em trata=-
mento nao mais apresentavam bacilos no muco nasal mas -sdmente nas lesdes
cutineas. Os titulos em fixagdo de complemento eram menores que 10 em
33% deles; entre 10 e 100 em 52% e maiores que 100 em 15%. O terceiro
grupo de 243 leprosos tratados pela sulfona apresentava resultados nega-
‘tivos na lesdo e no muco., Neste grupo os t{tulos eram menores que 10 em

70% dos casos; entre 10 e 100 em 27% e maiores que 100 apenas em 3%.0
grupo contréle lepra negativa era constituido de 786 doadores de sangue,
supostos normais, Irinta e sete soros reagiram com o antigeno aquoso pre
cipitado, <cm 3 unidades de complemento, dando uma incidé@ncia de 4,7% de
resultados positivos em pessoas presumivelmente sadias, ‘Esse grupo néo
foi examinado radioldgicamente (ALMEIDA, "PEDREFRA DE FREITAS e BRANDAO,
1954).

A incidéncia de reagdes positivas com antigeno aquoso foi de 4,4%,
em um grupo de 205 pessoas normais; em outro grupo de 403 soros, a per-
centagem de titulos maiores que 3 foi de 13,6% (MALFANER, 1938)..

Até 1953 PANGBORN tentou isolar a fragdo antigénica do bacilo da tu-
berculose, partindo do extrato aquoso.

Por nossa iniciativa e insisténcia, o antigeno de W.K.K. foi prepa-
rado por. PANGBORN (1954) ‘e utilizado na sorologia da tuberculose e lepra
em ALBANY, N.Y.;A reagiao de EITNER poderia ser estudada quantitativamen-
te;, podendo ent@c se fazer um estudo comparativo entre os dois grupos de
antigenos propostos: os soldveis em édgua e.aquéles soldveis em piridina.

‘ANTFGENOS NA 'REAGAO DE EITNER

A reagao de fixagiao do complemento em lepra, na maior parte das vé-
zes, era feita ocasionalmente, por sorologistas empenhados na pesquisa
de antigenos especificos para a tuberculose.

Sao trabalhos esparsos, os.autores gera’ . .ie ndo insistindo no pros
seguimento de suas pesquisas, A dificuldade na obtengio de soros de le-
‘pra, .na EUROPA, é justifizativa para ©s poucos trabalhos.aparecidos des-
de 1906; de outro lado o problema da lepra era mais colonial e ndo metrd
politano.

Na INDFA onde lepra é endémica, a reagao com o antigeno tuberculoso
de W.K.K. foi mais empregada no estudo do calazar que prdpriamente para
a descoberta de casos de lepra.

A falta de um tratamento espec{ifico, fazia dos leprosdrios, grandes
depésitos de doentes, ‘A rotina do tratamento chalmugrico n#@o incentiva-
va a pesquisa sorolégica,

No BRASIL, no entanto, o estudo das reagdes de fixagdo do complemen-
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to foi feito de modo -sistemdticos GOMES (1927) es:udou a =zplicagio de
sua reacédo em lepra; em 1929 concluia ser a reagéo do desvio do comple-
mento de alto valor nd> -6 no diagndstico precoce, como para determinar
2 griu de infecgdo e a:nda conclue nos casos de lepra obscura, lepra .
gung'ionar, quasi senm sintouaa, o sep valor mais se afirma, pois os ca~
scs de lepra séro-negativos sdo em geral benignos, Estndando 119 casos
de lepra, achou certa relagdo entre baciloscopia positiva no muco nasal

" e reagin de fixagdo do complemento.

BIER {1935, 1936) estudou a reatividade do s8ro de lepra com antigee
nos lipéidicos, Apontou a existé@ncia de reagdes de fixagdo de complemen-
to com lipéides ubiqllitdrios (tipo WASSERKANN) como com lipéides bacte-
rianos ou de lepromas,

BIER e ARNOLD, 1935, definem a reagdo de fixagdo de complemento em
lepra, nido como conseqilencia do poder polifixanté do s8ro Teproso, ous
da marcada labilidadé de suas proteinas, mas como verdadeira reagido es-
pecificay Em 1%05, em seu livro Bacteriologia. e Imunologia, BIER afirma:
uma reagdo positiva com o antfgeno de W.K.K., excluida a tuberculose e
difterta, bem como certos casos em que o s8ro dd reagies inespecificas
de labilidade (em particular no pénfigo e na leishmaniose), deve ser in-
terpretada como leprc, maxime se houver suspeita clinica.:

portanto ponto pacFPfico afirmar o valor diagnéstico Ja reagdo de
fixagdo do complemento em_ lepra, O antigeno utilizado pela escola de
BIER era o de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, especifico na tuberculose,
mas insensfivel & labilidade das protefnas do s8ro tuberculoso, e, ao
mesmo tempo, isento de lipdides fixadores de complemento em presenga de
88ro sifilitico {(BIER, 1936),
.~ Uma exata reprodugdo do antigeno de WITEBSKY n&o poude ser feita por
"BIER e PLANET (1935), peis- as-fixagoes ndo atingium a tdo altas dilui-
¢oes, e ppr &sse motivo, deixar em difvida certos resultados de soros
fracamente positivos (BIER, 1936): O antigeno preparado por BIER pos-
suia diferente capacidade fxxudora; a maior discorddncia entre os dois
aniigenos foi encontrada em cinco casos de blastomicose que deram reagdo
fraca ou forte com o antigeno original (W.K.K: BAYER), enguanto com o
antigeno de BIER, reagiram todos negativamentes (EICHBAUM, 1942),
‘ Tentativas tém sido feitas para isolar a fragdo especifica do ba-=
cilo da tuberculose, PINNER (1925) estudou o comportamento soroldgico de
setenta diferentes antigenos preéparados de culturas de bacilos da tuber-
culase, demonstrando que o antigeno espec{fico estava associado ¥ fragdo
ins oldivel na acetona, no éter e no cloroférmio e que era solivel em dgua
e dlcools

extremaménte perigoso afirmar proprledades de antigenos complexos
por suas proprigdades de solubilidade, po‘- x presenga de certas fragdes
nas misturas altera completamente suas prop:iedades; o fen3meno &é conhe-
'cxdo como solubilisa¢do recfproca e é pnrtlcu]armente evidente entre
os fosfol{pides (FAURE, 1940). ‘

O extrato aquoso, . preparudo por: ebulxgao em dgua destilada de baci-
‘los da tuberculose pr%vxa-ente tratados pela acetona, reagia com s8ro
tuberculoso e de lepra, mas nao com sifilis (WADSWORTH, MALTANER e MAL~
TANER, 1925). O antigeno conteria l{pides e providvelmente polisacérides..

PolisacArides presentes em antigenos aquosos seriam os responséveis
por sua atividade antigénica {SEIBERT, 1941); nas reagdes sorolégicas de
fixagdo do complemento o hapteno estaris associado % fragao glicidea
'(MEYER, 1937).- As proteinas desnaturadas pelo tratamento quimico empre-
gado eram ainda capazes de adsorver carboidratos aue ent@o reagiriam com
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os. soros imunes (ANDERSON, 1927)..

A existéncia de um antigeno protéico foi demonstrada por SCHAEFER,
1940, em preparados de culturas do bacilo da tuberculose: No s6ro de tu-
berculosos haveria anticorpos que resgiriam quer com a fragéo proteica
quer com a fragdo polisacaridea,

A atengdo dos pesquisadores foi no entanto focalizada na atividade
sorolégica dcmonstrada pela fragdo lipidica fosforada (ANDERSON, 1927;
PINNER, 1928). Na opinido dé¢ CHARGAFF e SCHAEFER (1935) e MARCHEBOEUF e
seus associados (1935, 1939) a atividade fixadora do complemento estava
]1gada a um fosfolipide,

: bastante dificil se orientar quando se computam os trabalhos rela-
cionados ao fracionamento do bacilo da tuberculose, pois muitos dé&les
nao fazem referéncia s propriedades sorolégicas das fragoes isoladas.-
Outras fragdes, .aparentemente relacionadas; tém comportamento diverso;
assim o fosfatideo de ANDERSON (1927) continha 0,4% de nitrogénio, en-
quanto o isolado por MARCHEBOEUF (1935,1937) ndo continha &sse elemento.
Suas propriedades nido eram as mesmas: enquanto o preparado de ANDERSON
fixava o complemento (PINNER, 1928, DOAN, 1929) o de MACHEBOEUF n&o pos-
suia nenhuma atividade sorolégica, in vitro ou in vivo,,

O antigeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, solidvel em benzol e pi-
ridina conteria lipéides e talvez fosfolipldes associados a polisacdri-

des,
' Em 1940 FAURE publicou seus estudos s3bre os haptenos ltpétdtcos da .
fixagdo da alexina isolados dos bacilos da tuberculina. E de interés-
se focalizar suas conclusdes, pois pela primeira vez é compreensivel a
‘relagdo existente entre os antigenos aquosos e os antigenos lipéidicos.
Suas conclusces podem assim ser resumidas:

1%) - Pode-se extrair o hapteno lipéidico .contido nos bacilos da tu-
berculina, diretamente pela dgua. Nos extratos aquosos o hapteno lipéi-
dico acompanha igualmente os fosfatfdeos, da mesma forma que nos extra-
tos alcoélicos de bacilos.

2%) - A afinidade do hapteno lipéidico para a dgua é tal que é pra-
ticamente impossivel sujeitar a sua solugdo etérea & lavagem com dgua,
pois éle imediatamente passa para fase aquosa.

3%) - O hapteno lipéidico é insolivel na acetona fervente.

4°) - A agdo combinada da dgua, éter, acetona e cloreto de sédio
permite lavar a solugdo aquosa de fosfatideos, com bom rendimento.

5%) - Os preparados mais ativos se apresentam em solugdo clorofé rmi-
ca, como uma solugdo perfeita. Por evaporagdo do solvente, o resfduo toma
uma apar@ncia vitrosa, transparente, quasi incolor. A fragdo mais ativa-
em fixacdo de complemento & solivel em cloroférmio, no éter, na piridina-
e no dcido acético glacial; pouco solivel no dlcool metflico e insoldpel-
na acetona . oo

6%) - O hapteno, em contacto com a dgua, transforma-se em um gel '
viscoso, porém limpido. Forma solugdo dticamente vazia, comportando-se
no entanto.como coldide, pois apresenta o fen8meno da precipitagdo re-
vers{vel pelos sais neutros e por acidificagdo e ndo se dialisa em mem-
brana de colédio.

~7%) - A composigdo quﬂutca do hapteno é semelhante d dos dcidos gra-.
x0s, associados a glicides; sdo azotados na proporgio de 3%; os prepara-
dos mais ativos soroldgicamente parecem consistir de sais de sdédio, cal-
cio e magnésio de dcidos fosfatidicos, como complexos de dcidos glicero-
fosfatidicos.

8°) - A atividade hapténica dos pfeparados Rais-ativos ¢ perdzda'
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quando se faz o fracionamento dos fosfdtides dcidos. A atividade antigé-
nica estaria ligada a uma pequena parte déles.,

9¢) - O hapteno é de natureza lipfdica, pois sua attvldade acompa---
nha sempre os fosfdtides e nos diversos fracionamentos ela sempre ¢é
achada entre os lipides.

10°) - Apés miltiplos fracionamentos vé-se o hapteno se concentrar em
uma solugdo que ndo contém proteinas, nem glicides livres, mas que pos-
sue dcidos glicero-fosfatidicos complexos associados & dsides e & inosi-
tol,

Infelizmente o trabalho de FAURE ndo teve a repercusséo que merecia.
O mundo mergulhava, nag@o por nagdo, na Segunda Guerra Mundial e a pes-
quisadora francesa paralisou suas pesquisas s8bre os antigenos do baci~
lo da tuberculina.

Nos Estados Unidos PANGBORN se empenhava no isolamento dos fosfol{-.
pides do coragi@o 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-se do extrato aquoso do bacilo da tuberculose,

Até 1949 PANGBORN se ocupou dos fosfatideos do coragao de boi; iso-
lada a cardiolipina, aperfeigoou sua extragao e .apresentou métodos mais
simples para o isolamento da lecitina., No entanto jé em 1949 PANGBORN
voltava-sc para os antigenos do bacilo da tuberculose. Apontava entéo
a dificuldade existente na reprodugéo de antigenos satisfatdérios; ten-
tando reproduzir o preparado de ANDERSON (1927) verificou que o n1troge-
nio e fésforo variaram de partida para partida; se o elemento tesponsa-
vel pela reagio de fixagdo de complemento f3sse um fosfatideo complexo,
era de se esperar que seu sal de birio pudesse fornecer um.antigeno mais
puro. Realmente os antigenos assim preparados reagiam com sdro de cavalo
imunisado com tuberculose, porém néo com s8ro humano tuberculoso.

O fracionamento do extrato aquoso do bacilo da tuberculose foi feito
por PADRON (1952); dois componentes foram encontrados: um reagindo com
‘88ro imune de cavalo e outro fixando complemento em presenga de sdro hu-
mano. Este comportamento n@o era estranho 3queles que conheciam.o traba-
lho de ILLAND (1951) que demonstrou a diferenga de resposta d imunisagfo
tuberculosa, segundo 3 espécie do animal inoculado.

Tentativas de fracionar o .antigeno aquoso, para reproduzir em forma
de solugdo, ndo tiveram resultados; entretanto 8 partidas de antigenos
preparadas durante o ano de 1953 puderam ser comparadas em atividade an-
tigénjca, porém ndo eram sensivelmente melhores que o primitivo antigeno
preparado por ‘simples ebuligdo dos bacilos em édgua destilada,

Esse antigeno- aquoso purificado foi empregado por ALMEIDA, CARVALHO
e SQUZA LIMA (1952) em seu trabalho com soros de lepra e também por AL-
MEIDA, PEDREIRA DE FREITAS e BRANDAO (1954) ao examinarem soros proveni-
entes de doadores de- sangue em Sdo Paulo.

Depois de longa série de experi&ncias, PANGBORN, achou que um bom
método de extragdo, consistia no tratamento dos bacilos lavados em ace-
tona e s&cos, com uma mistura de dlcool, égua e éter. A precipitagdo do
-antigeno pela acetona permitia sua separagido de misturas complexas. O
precipitado em acetona, quando tratados pela piridina, dissolvia-se bem,
a maior parte do antigeno, 60%, passando para a piridina. A solugdao em
.piridina continha todo o princfipio antigé@nico do extrato original. Esse
achado de PANGBORN fez com que se experimentasse o antigeno descrito por
WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, jé em 1931, como solidvel em piridina e em

benzeno. O antigeno solidvel em.piridina era composto de lipides e poli-
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sacdrides; eram lipopolisacédrides, contendo 2% de fésforo e agicares nao
redutores; a reagao do carbasol mostrava a presenga 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-
tigénica, de aparéncia gelatiniforme jd descrito por FAURE em 1940,

O antigeno solivel em piridina foi fracionado. O estudo dessas fra-
g6es com s8ro de lepra permitiu o conhecimento das relagdes quantitati-
vas entre os elementos da reagdo de fixagdo de complemento pela técnica
de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER. Muitas dessas informagdes sdo aqui
apresentadas e compreendem em sua maioria experiéncias realizadas com os
antigenos soldveis em piridina, que tinham se mostrado nas mdos de BIER
e seus associados, de grande especificidade e sensibilidade na sorologia
da lepra,






capfruvtLo I

GENERALIDADES SOBRE AS REAGOUOES QUANTITATIVAS DE FIXAQXO
DE COMPLEMENTO PELA TECNICA DE WADSWORTH, MALTANER e MAL=-
TANER. PRINCIPIOS BASICOS. NOMENCLATURA EMPREGADA E MIE-
TODOS PARA ANALISE DAS CURVAS HEMOLITICAS..

As reagoes de fixagdo de complemento s@o traduzidas por diferengas
nos graus de hemélise; essas diferengas refletem alteragdoes da atividade
hemolitica complementar, resultantes da presenga de um complexo antigeno
anticorpo.

As mudangas da atividade complementar s@o evidenciadas pelo uso de
métodos precisos de dosagem do complemento. '

A unidade de complemento é a quantidade de s8ro de cobaia necessdria
32 hemélise de 50%, Comparando o nimero de unidades de complemento neces-
sdrias para 50% de hemélise quando s8ro ¢ antigeno estdoc presentes, ve-
rificaram WADSWORTH, MALTANER e MALTANER que havia (uma proporgac direta
entre complemento e sdro.

Um considerdvel excesso de s8ro ndo impede a reagﬁo de fixagdo do
complemento, mas antigeno em excesso pode diminuir sensivelmente a in-
tensidade da reagdo. Muitas vézes entdo, necessdrio se torna ajustar a
quantidade de antigeno a ser empregada na reagao, a-fim de se obter uma
intensidade médxima na fixagdo do complemento. Ora, a quantidade de com-
plemento a ser empregada no teste varia de acbrdo com a quantidade do
complexo antigeno-anticorpo formado. Devido a essa inter-relagéo, as
quantidades de antigeno, s8ro e complemento, devem ser proporcionais, de
forma a permitir ndo sé uma fixagdo mdxima, como também deixar livre
aproximadamente uma unidade de complemento.

As relagdes lineares entre s8ro e complemento, de uma parte, e as
encontradas entre antigeno e complemento de oytra, simplificam o ajuste
dos elementos da reagao.

O método pode ser considerado tridimensional, pois variamos ao mesmo
tempo s8ro, .antigeno e complemento. A representagio gréfica de tal rea-
gao seria um sélido. Tal sistema tem recebido criticas severas de muitos
sorologistas, porém como veremos no estudo do sistema lepra, hd realmen-
te necessidade désse ajuste para que se possa ter uma medida quantitati-
va da capacidade fixadora especifica do sdro leproso.

Desde que conhegamos a relagdo entre complemento e antigeno, por ex-
perimentaga@o com soros de diferentes positividades, podemos organizar um
teste preliminar para a exclusdo dos soros negativos, S8ro a examinar §é
posto em contacto com uma dose de antigeno capaz de dar reagdo médxima
com soros fracamente positivos; a quantidade de complemento a ser usada
no teste depende das condigoes em que a reagao é feita., Quando a incuba-
gdo preliminar é a 37°C, solugdes diluidas de complemento deterioram-se,
exigindo uma corregao da unidade de complemento; em geladeira, a dete-
rioragido é negligivel nido sendo necessdria qualquer corregio. A quanti-
dade de complemento a ser usada num teste preliminar para exclusdo de
negativos é achada experimentalmente., Em vdrios sistemas estudados pela
técnica de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, tré&s unidades de complemento
tém sido empregadas no teste preliminar,

Simplificagoes tém sido propostas para a técnica quantitativa de
MALTANER; uma delas utiliza-se de dose dnica de antigeno, seis unidades
de complemento e faz variar o s8ro; a reatividade do sdro é calculada na
base da diluigdo capaz de dar 50% de hemélise, quando 6 unidades de com-



~
plemento estio presentes, Fsse métodoe adotado nos servigos de rotina de
s{filis em ALBANY foi proposto por MALTANER ¢« GNESH (1948). "

Essa técnica traz graves erros, pois soros de.diferentes titulos,
podem, numa mesma diluigde, dar o mesmo grau de hemélise, sendo mantidos
constantes o complemento e o antigeno. Basta que as linhas de regressiao
sdro-complemento tenham inclinagdes diferentes. O método nao pode ser
recomendado em sistemas como lepra, em que a proporgao entre complemento
e s8ro é observada sdmente gquando se ﬂomputam os acréscimos em fixagao
em relag¢ao aos volumes empregados de sbro.

A medida da reagao de fixagio do complemento é féeita segundo circung
tdncias da prépria reagdo ou método, Alguns. autores déo o titulo do sbro
em térmos da diluigdo capaz de dar um detérmiriade grau de inibigao da
hemélise; outros como CALMETTE e MASSOL (1909) determinam a reatividpg
de do s8ro pelo consumo de complemento.

WADSWORTH, MALTANER ¢ MALTANER {1i931) utilizaram ambos os critérios:
diversas quantidades de s8ro sdo postas a reaglr com quantidades apro-
priadas de antigeno e doses variadas de complemento., O titulo do séro é
baseado no nimero de unidades de complemmnto que seriam necessérias para
50% de hemélise se s8ro nao diluidec f8sse empregado com a dose Gtima de
antigeno, . .

E feita a dosagem de complemento, come primeiro passo; a unidade de
complemento é aquela quantidade que determina 50% de hemélise nas con-
digoes do teste que sdo mantidas constantes: temperatura, volume dos re-
agentes (total), quantidade de hemécias sensibilizadas, tempo de heméli-
se,

Baseados nos resultados obtidos por BROOKS (1920), WADSWORTH, MALTA-
NER e MALTANER propuzeram-se- a determinar as mudangas que ocorreém na a-
tividade do complemento, nas reagdes de fixacdo. BROOKS mediu sdmente
pequenas variagoes de complemento produzidas por luz ultra-violeta; fi-
cou evidente que maior precisdo poderia ser obtida comparando as quanti-
dades de complemento capazes de produzir 50% de hemélise,

Na reagdo de fixag3o, apés incubagao com s8ro imune e antigeno, um
maior volume de compleémento é necessdrio para hemélise de 50%; na téc-
nica de ALBANY os titulos se referem sempre ao complemento que juntado &
reagde, ainda deixa, depois da fixag&@o, uma unidade livre,

Comparando as mudangas produzidas no complemento por vdrias quanti-
dades de antigeno e de sdro-imune e projetando as curvas hemoliticas ob-
tidas, as seguintes relag¢fes puderam ser achadas: _

1°) -~ A mudanga na atividade do complemento (ou a .quantidade de com-
plemento fixado) ¢ diretamente proporcional & quantidade de antigeno
presente, desde que um definido excesso de s8ro-imune ecteja presente,

2°) - A mudanga na atividade do complemento é diretamente proporcig-
nal & quantidade de s8ro-imune usado, desde que uma quantidade de anti-
geno capaz de dar uma reagdo méxima, seja empregada.

3°) - Uma relagao constante existe entre.a quantidade de antigeno,
na presenga de um excesso de s3ro-imune e a quantidade de s8ro-imune na
presenga de um excessc de antigeno que produzem a mesma mudanga na ati-
vidade do complemento.:

Essas relag0es servem de base para as reagdes quantitativas de fixa-
gado de complemento, segundo a técnica de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER;
as mudangas na atividade do complemento s&o indicadas em unidades 50%;
nos gréficos 1 e 2 &sses valores estido nc eixo das ordenadas; em abcis-
sas, as quantidades de antigeno ou de séro empregado (em mi ),

Para contrdle da reagdo, dosagens de complemento sdo feitas =m pre-



sencga de antfigeno ou de s8ro, para o conhecimento da atividade anticom-
plementar désses elementos, Dosagens de complemento foram praticadas com
misturas de sB8ro e antigeno, determinando-se diretamente a quantidade
necessaria para 50% de hemélise, para diferentes diluigdes de s8ro,

O nimero de unidades de complemento necessdrias para hemélise de 50%
projetado contra os volumes de s8ro empregados determinava pontos sdbre
uma reta, O conhecimento da relagdo linear entre séro e complemento per-
mitia calcular qual seria o nimero de unidades de complemento necessi-
rias para 50% de hemélise, com 0,05 ml de sBro.

Uma reag@o com tal técnica seria impraticdvel em servigos de saide
piblica. Se f8sse conhecido o valor médio da constante h da equagio que
relaciona hemélise com complemento, bastaria um tubo com hemélise parci-
al, para que o nimero de unidades de complemento necessdrias para 50% de
hemélise pudesse ser calculado, Na.prdtica seria a dosagem de complemen-
to, com um Unico tubo.

Determinaram-se experimenta]mente quais as modificagdes das curvas
hemoliticas, por efelto do s8ro, antigeno, complexos imunes, temperatura
de incubagio, periodo de hemélise, para diferentes sistemas de fixagiao
do complemento,: : :

As mudangas ocorridas na forma das curvas hemoliticas traduzidas em
valores paramétricos, foram constantes para um mesmo sistemas '’

O conhecimento das constantes paramétricas da linha de regressao,
tragada como uma curva sigméide transformada, permitiu o levantamento de
tabelas que tornaram prdtico o teste quantitativo.:

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

Na base de cencordancia ‘dos resultados experimentais com os valores
calculados, ambos os sistemas de coordenadas permitem a retificagdo da
curva sigméide obtida quando se projetam quantidades de complemento con=-
tra graus de hemélise; é impossivel dizer qual dos dois sistemas serve
melhor ao uso, nas dosagens de complemento.:

Os probitos foram usados por IPSEN(1941) em seus estudos sdbre lisi-
nas bacterianas, empregando pesos para melhor seguir a linha de regres-
sdo, de acdrdo com a hemélise observada.,:Na opiniio de THOMPSON (1948) o
sistema de pesos é usado ‘para casos em que o nimero de individuos é re-
lativamente pequeno (20 ou menos) e toma em consideragido somente as su=
postas fontes de &rro: a variagdo biolégica na resisténcia individual ao
agente em questdo e o érro da amostra usando €sse nimero de individuos;
28sse sistema naéo é apropriado para o caso em que o nimero de individuos
é grande, como por exemplo, nos testes de fixagao de complemento quanti-
tativa, em que o niimero de hemdcias é de cem milhGes ou mais em cada tu-
bo,
Von KROGH foi o pioneiro no uso de transformagdo de dados experi-
mentais de bio-ensaios. Seu trabalho s8bre hemélise hoje é cléssico e
utilizado largamente para a determinagao da quantidade de complemento
necessdria para um estipulado grau de hemélise.

No presente trabalho usamos a fungdo logistica de won KROGH que na
sua forma logaritmica é a seguinte:

log x = log K + h log (y/l-y)

ti

onde x = complemento e y = hemélise; K e h sfo parfmetros,



As se fazer.a reagao de fixacao de complemento, praticamos uma dosa-
gem de complemento em presenga do complexo fixador, depois de um periodo
de incubac@o preliminar. Nésse caso, medimos hemélises resultantes do
complemento residual C s8bre as hemdcias sensibilizadas. A curva hemoli-
.tica, nessas condigdes, é ainda uma sigmdide e a fungdo logistica é em-
pregada.para traduzir os dados experimentais. Ent@o podemos considerar
dois métodos de anédlise dos resultados obtidos:.

1°* método

A curva hemalitica é tragada projetando os dados no sistema dé orde-
nadas: log x' e logitos de y. Os pontos caem numa linha reta na qual se
pode determinar qual a quantidade de complemento x' que seria necesséria
a ser. empregada na reaqﬁo para que a hemélise fosse de 50%. Por defini-
gao x' = K, ;

Essa linha de regressao tem uma inclinagdo que € igual::

ht = _/_Ll_es._sﬂ'____.
x /\ logito y

Esse é o método utilizada por WADSWORTH, MALTANER e MALTANER em seus
estudos s6bre as reagdes quantitativas de fixagao do comp]emento, onde
sempre se procura determinar qual seria a quantidade de complemento ne-
¢essdria a uma determinada reagdo, para que, depois da flxacao, sobrasse

- uma unidade livre de complemento.

2° método

Depois da incubagda preliminar onde complemento, antigeno e sdro
estdo presentes, determina-se a quantidade de complemento deixada livre.-
A curva sigméide é retificada por projegdao no sistema de coordenadas -
loge. de V' e logitos de hemélise, V' significa volume da mistura; a in-
clinagdo da reta é dada pela expressao:

-he'= A log V' _

/A logito y

fase € o método - utilizado .por MAYER ET AL (1948) e recentemente em-

pregado por BIER, SIQUEIRA .e FURLANETTO -(1955) em 'seus estudos sObre a
reagdo quantitativa entre: card:o]tplna e séro slfxlit1co.

Em determinadas condigdes xpode ser igual 2 V" como mostraremos
ao tratarmos. dos fatores de conversao para o sistema lepra,

A nomenclatura uniforme proposta por THOMPSON ET AL.em 1949, foi
.adotada neste-trabalho, tanto para traduzir as condigdes da reagao, como
' para nomear os virios elementos do sistema de fixagdo do complemento.:

As diferentes condigoes.em que o teste é feito, modos diversos como
‘'se ‘alinham os elementos da reagdo, *ornam necessdria a adogdio de simbo-
los claramente definidos. As discussdes dos resultados poderdo ser- fei-
. tas sem a necessidade de a cada passo definir os conceitqQs, que enféo se
repetiriam por todo o texto deste trabalho,-

Introduzimos, por necessidade de exposici@o das condigdes em que a -

7z

reagéo é praticada, alguns simbolos, definidos como:

S,a° = K' quando s8ro estd em excesso na mistura da reagdo.

K
s,A = K' quando o antigeno estd em excesso, em relagédo.a quanti-
dade usada de sdro.



O par@metro h' toma iguais designagdes:

h! e h! .
S .

,a s,A.
K! = K' quando.s6ro e antigeno estdo em equival&ncia; nessas condj

S,A goes a quantidade de complemento fixada é maxima. Tal valor-

corresponde a Ké " como definido em STANDARD METHODS (1947).
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CAPfTULO II

PREPARO DE ANTIGENOS DO BACILO DA TUBERCULOSE.-
ANTIGENOS AQUOSOS PRECIPITADOS E ANTIGENOS 8O-
LUVEIS EM PIRIDINA.- PROPRIEDADES GERAIS.:

Os antigenos do bacilo da tuberculose aqui estudados foram prepara-
dos por dois métodos: o primeiro faz a extragido dos bacilos com dgua
fervente, enquanto o segundo o faz com uma mistura de dgua-éter-dlcool,
a frio. O primeiro método é empregado no preparo do antigeno aquoso pre-
cipitado: o segundo nos fornece o material que serd solubilizado pela
piridina.

ANTIGENO AQUOSO PRECIPITADO

O antigeno aquoso precipitado é, de acdrdo com PADRON, (1952) prepa
rado a quente, com a seguinte técnica:

1° Duas gramas de bacilos s€cos, préviamente tratados pela acetona,
sao extraidos com 100 m! de dgua destilada., Levar & ebuligio, mantendo
a suspensdo em agitagdo, 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 ml.

3° Colhér o sobrenadante e ressuspender as células em outros 100 ml
de dgua destilada; repetir o processo de extragio, combinando os dois
sobrenadantes.

4° Esfriar o extrato, deixando em geladeira por toda a noite., Ajus-
tar o pH a 4,0 2 0,1, com 4cido acético 5M; levar de novo i geladeira,
Se ndo houver precipitado, juntar 1,0 ml da solugdo a 1% de cloreto de
sédio, Deixar precipitar no frio. Centrifugar a 3°C, Desprezar o sobre-
nadante., _

5° Dissolver o precipitado em 20 m! de dgua destilada ajustando-se
o pH a 7,2 com NaOH N/1. A solugido turva encerra todos os antigenos do
extrato bruto,

6° Ajustar o pH a 8,5 e juntar 2/3 do seu volume da mistura cloro-

férmio-butanol (5:1), em funil separador de 150 ml (modé&lo SQUIBB).,

Agitar por 10 minutos. Centrifugar o funil por 40 minutos a 3.000 rpm.
(suporte INTERNATIONAL n° 392), Colh&r a camada aquosa em outro funil e
repetir o tratamento com a solugdo cloroférmio-butanol, na proporgao de
1/5 do seu volume.

7° Combinar as camadas aquosas que contém cloroférmio emulsionado e
butanol dissolvido, além de corpos bacilares e material insoldvel. Cen-
trifugar a 5,000 rpm. em SERVALL durante 1 hora. Colh&r o sobrenadante.

8° As camadas de cloroférmio sdo combinadas; ajustar o pH a 8,5
antes de agitar por 10 minutos com édgua destilada alcalinizada ao mesmo
pH, em volume igual 3 metade da solug@o cloroférmica, Centrifugar. Fazer
duas extragdes com dgua, combinando os extratos aquosos gque entdo sdo
concentrados em vécuo, em corrente de CO%*' O extrato concentrado é entdo
misturado ao sobrenadante aquoso, descrito em 7°,

9° As fragoes aquosas combinadas s3o dialisadas contra dgua destila-
da por toda a noite, em constante agitagao.

10° O antigeno aquoso dialisado é entf8o liofilisado e o pé resultante
é tratado por uma mistura de dlcool-éter (l:1); agitar por uma hora, em
funil e centrifugar, em tubo.

11° O pé séco obtido depois do tratamento &lcool-éter é tratado com
dgua destilada a quente., A solugdo resultante opalescente contém ainda



material insoldvel que é retirado por centrifugagiao.

12°® Juntar mertiolato para uma concentragao final de 1:10.000. A so-
lugdo é o antigeno aquoso precipitado que reage com soro de lepra e de
tuberculose (humana), mas nao com s6ro imune de cavalo.

13° A parte solidvel em 4lcool-éter, quando tratada pela dgua e diali-
sada, para remogdo dos solventes organicos dd uma solugdo também opales-
cente que reage com soro de cavalo imunisado & tuberculose, mas néao
fixa .complemento com sdro humano de lepra ou de tuberculose.
ANTIGENO SOLUVEL EM PIRIDINA .

A observacdo de que os antigenos do bacilo da tuberculose eram sold-
veis em piridina se deve a WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN (1931), que
extrairam os bacilos secos em dlcool etilico a quente; os bacilos eram
retomados em piridina em SOXHLET; o extrato piridinico era s€co e .o re-
siduo dissolvido em benzeno, depois do tratamento com acetona.a quente.,

A parte insolidvel em acetona e solidvel em benzeno é lecitinada., O
antigeno de W.K.K. é evaporado e suspenso em solugdo fisiolégica, logo
antes de usar. , ) -

PANGBORN (1954) verificou que ‘ao se fazer a suspensi@o.salina do an-
tigeno de W.K.K. uma parte ficava insoldivel e na base do rendimento em
antigeno, selecionou um método para preparar o antigeno solivel em piri-
dina, Esse antigeno, chamado em nosso trabalho de H-A5 é feito de acdrdo
com a seguinte técnica:

1°) - Bacilos secos em acetona, s@o extraidos a frio com uma mis-
tura de dlcool-dgua e éter (1:1:0,6), com freqtiénte agitagdo, por uma
hora.

2°) - Centrifugar. Colhér o sobrenadante. Os bacilos sdo re-extra-
idos, depois abandonados. Os sobrenadantes sdo combinados e concentrados
por destilagdo a vdcuo. A solugdo fortemente opalescente é tratada por
parte igual de acetona e solugao hlpertonlca de- c]oreto de sédio, para
isotonisar.,

3°) - Deixar.em geladeira por uma noite. O precipitado é colhido por
centrifugagdo e lavado vdrias vézes em acetona, antes de secar.

4°) - Dissolver o precipitado séco em dgua 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 sé-
dio, como préviamente. Secar o precipitado, lavando-o vérias vézes em
acetona, O precipitado s&co é entéo extraido com p1r1d1na em temperatura
ambiente por 24 horas, com agitagao freqfiénte.

6°) - A parte soliivel em piridina representa 60% em péso do precipi-
tado e tem toda a atividade antigé€nica do extrato original,

7°) - Evaporar.a piridina por destilagdo a vdcuo. O pé resultante é
dissolvido em dgua destilada, na proporgdo de 0,1 g para 100 ml de
dgua. Isotonisar com cloreto de sédio. Esse é o antigeno des1gnado por
"PANGBORN como.HA-5. : ~
PROPRIEDADES GERAIS 'DOS 'ANTIGENOS

0 antigeno aquoso precipitado é bastante impuro, contendo. proteinas
desnaturadas, &4cidos nucléicos e grande quantidade de carboidratos as-
sociados.a fosfolipides. Sua solubilidade em dgua, a presenga constante
de polisacdriges, sugerem que a atividade antigénica esteja relacionada
com &sses compostos, uma vez que a parte lipidica ndo reagiu com o sdro
humano de tuberculose. Um dos fosfdtides que reage com o soro de cavalo,
quando associados & lecitina e colesterol, fixa.complemento com sbro
sifilitico, de maneira idéntica & cardiolipina, da qual néo pode ser di-
ferenciado soroldgicamente (PANGBORN, 1952)..
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O extrato aquoso preparado pela técnica de PADRON parece conter o
antigeno ligado 3 uma cadeia lipidica que lhe confere solubilidade nos
solventes orgé@nicos. Esse complexo pode ser decomposto por tratamento
com d4lcool metilico, mas as tentativas feitas para o isolamento do anti-
geno nao foram felizes, ;

Em resumo,; o principio antigénico do extrato aquoso é resistente ao
calor (100°C.), insolivel na acetona e no dlcool a 96° G.L., solidvel na
piridina, nfo precipitédvel pela mistura 4lcool butilico-cloroférmio; so-
ldvel na mistura aquosa, depois do tratamento com &lcool-éter, ndo é
dialisdvel. Reacdo ao carbasol positiva (polisacédrides). 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 antigeno total, com mobilidade de
3,75; o quarto componente, 24% da mistura, com muito baixa mobilidade
para ser medida. A mobilidade é dada em térmos de 10~%cm® volt lseg™1
em 0,1 N de solugao fosfatada tampao de pH = 7,7, :

O antigeno solivel em piridina poude ser fracionado .pelo metanol. A
parte soldvel contém prdticamente toda a atividade antigénica do antige-
no de piridina; essa fragdo contém aproximadamente 1,77% de nitrogénio,
45% de manose e perto de 50% de dcidos graxos. Reagdo de MOLISH negati-
va, mas d4 uma caracteristica c6r marron (da manose) com o carbasol,

Quando.a solugdo em metanol é s&ca e tratada pela dgua, toma um ase
pecto de gelatina. incolor, com. um leve tom fluorescente azulado, sob a
luz de WOOD. Quando se junta cloreto de sédio, aparece uma turvagio,
porém nao precipitagdo,

Essa fragdo seria um.lipopolisacdride e provdvelmente é o mesmo iso-
lado por FAURE em 1940, por métodos diferentes.

Outra fragao isolada do extrato .solivel em piridina contém 65% de
fésforo e 0,9% de nitrogénio; é precipitada pelo metanol e apresenta-se
com grande turvagdo.em solugdo aquosa; ndo contém agicares e é provivel-
mente composta de lipides. o -

As fracdes .soldveis em piridina, metanol e acetona, apresentam rea-
gdo de MOLISH negativa, carbasol positiva com aparéficia ndo caracterise
tica. Um dos fosfolipides isolados dessa mistura reage com sdro sifi-
litico, quando em mistura alcoélica com lecitina e colesterol. Outro
componente encontrado muito se assemelha a uma céra, inativa sorologi-

_camente, (PANGBORN e ALMEIDA, 1955)..
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CAPITULO Il

/
CS RLEMENTCS DA REACXO DE FPIXAGXO DE COMPLEMENTO. HEMACIAS
DE CARNBEIRO. HEMOLISINA. COMPLEMENTO.

HEMACIAS DE CARNEIRO

Selecionar carneires que apresentem indice de fragilidade globular
normals O sangue é colhido em solugdo citrateda e glucosada de ALSEVER,
segundo BUKANTS, REIN e KENT (1946) e mantido por uma semana em geladei=
ra para a estabilizagao da resisté@ncia globular.

Na ocasido de ger usado, o sangue é centrifugado; desprezar o sobre-
nadante e ressuspender o sedimento em solugiafisiolégic&. Centrifugar de
nove e repetir o processo de lavagem até que o sobrenadante apresente-se
isento de albumina,

Utilizar, para a reagido, pelo menos trés diferentes sangues; mistu-
rar os sedimentos depois de lavados, evitando-se a sensibilizagdo de he-
macias por iso- aglutxnlna '

Preparar a suspensfis a 5% juntande ao sedimento de hemdcias a quan-
tidade necessdria de solugdo salina, Aferir a suspensio em fotSmetro,
onda de 545 mp (filtro verde-amarelo) (ALMEIDA,1950); a solugdo de
0,1 ml da suspensfo em 1,4 ml de dgua destilada deve ter uma densidade
6tica i1gual a 0,50 % 0,01.

HEMOLISINA

Inocular coelhos selecicnados (por possuirem amboceptores naturais
anti=-carneiro) com hemdcias e s8ro de carneiro, segundo o método de UL-
RICH-MACARTHUR (1942).

Ao s8ro do coelho imunisado juntar parte igual de glicerina quimica-

mente putra, Neste trabalho, hemolisina significa sbro-hemolitico glice-
rinado.
‘ Para sua dosagem, a hemolisina é diluida e as solugbes s@o experie-
mentadas na sensibilizagdo de hemécias padronizadas que entdo sdoc incu-
badas a 37°C por '15 minutos, em banho-maria, em presenga de quantidade
constante. de complemento. ' '

A quantidade de complemento utilizada deve conter 1 unidade 50%
(aproximadamente 0,3 ml da solugao a 1:200 de séro de cobaia),

As liem6lises parciais obtidas com hemdcias diversamente sensibiliza-
das permitem definir nessa dosagem duas zonas bastante nitidas. Na pri-
meira.as hemélises crescem com a maior concentragioc de hemolisina usada;
nésse caso a hemélise obtida depende do grau de sensibilizagdo da hemé-
cia; na segunda zona, os graus de hemdlise s3oc sensivelmente os mesmos,
embora cada tube contenha hemdcias diferentemente sensibilizadas, O
tubo, que é o limite entre a primeira e segunda zona, indica a concen-
tragdo de hemolisina que produziu a sensibiliza¢io méxima dos glébulos,
Outras concentracgdes mais elevadas de hemolisina n&o mais influem na he-
mélise. Os gldébulos se comportam como se estivessem saturados de hemo-
lisina, '

A dose étima de hemolisina assim determinada é utilizada na sensibi-
lizagao das hemdcias para uso na reagio. Hemdcias praticamente saturadas
s80 insensiveis a ulterior acréscimo de amboceptores hemolitices, como
os encontrados freqliéntemenie no s6ro humano. Nesse caso hemdcias dtima-
mente sensibilizadas funcionam apenas como indicador de complemento lie-
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vre ¢ a hemélise 1ndepende da presenga de hemolisina, Ora, essa é a con-
digdo bastante e necessdria para o indicador hemolitico funcionar para
evidenciar complemento, segundo o grau de hemélise obtido.

COMPLEMENTO

Sores de cobaios (em média 30 cobaios), de sangue colhido por pungio
cardiaca, sd3o centrifugados, numerados e submetidos as provas indivi-
duais de atividade hemolitica,

A import&ncia prdtica dessas provas foi demonstrada por GILBERT
(1933), HAZEN e GREENSPAN (1936) GIORDANO e CARLSON (1939) e HARRIS
(1941)cm diversos sistemas’e tqcnlcas de fixagdo do complemento, quando
ao lado da atividade hemolitica faziam'a prova da reatividade do antige-
no em presenga do comp]emento, mas na auséncia de ant1corpo. Soros defx-
cientes ou muito potentes em atividade hemolitica ou aqueles que se coms<
binam com o antigeno, devewm ser evitados. Os soros de cobaia de at1v1da~
de normal sdo entdo misturados, dlstr1bu1dos em pequenos volumes e m&n-
tidos congelados.

WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1931) definiram as capacidades hemo-

litica e de fixagdo, como propr}edades distintas no comYlemento,.ngo se
poderia medir a capacidade de fixagdo do complemento pela sua atividade

hemolitica. Em um determinado s8ro de cobaia a atividade hemolitica pode
ser grande enquanto existe pouca fixabilidade, Quando se preserva com-
plemento com solugdes boratadas, mantéme-se a capacidade hemolitica, mas
o complemento vai perdendo sua fixabilidade. O uso da mistura de muitos
soros de cobaia resulta da observagdo de que pode haver uma proporgio
estatistica entre as duas propr1edades, dando ao complemento um ,compor=«
tamento uniforme. Nessas condigoes pode-se determinar a fixagdo do com-
plemento pelas mudangas ocorridas em sua capa01dade hemolitica,

O complemento é dosado em presenga de hemécias otimamente sensibili-
zadas, Complemento, em diluigdo em salina é distribuido em d1ferentes
quantidades (compreendendo de 0,00050 até 0,00250 ml de complemento néo
diluido) em tubos ca]ibrédos de 12 X 75 mm. Completar o volume para 0,3
ml com solugdo salina e acrescentar 0,2 ml! de hemécias sensibilizadas.
Apés 15 minutos a 37°C, juntar aos tubos 1,0 ml de solugéo fisio]égica
gelada, agitar e centrifugar. Ler hemélise no sobrenadante, por meio do
colorimetro foto-elétrico.:

Em papel logito-logaritmo projetar os dados da dosagem: complemento
(x) ¢ hemélise (y), respectivamente logaritmos e logitos. Pelos pontos
.tragar uma reta que entdo determina na intersecgdo com a abcissa 50% de
hemélise um ponto que projetado sB8bre o eixo das ordenadas, determina o
logaritmo da quantidade de complemento necessdria para 50% de hemélise,

A unidade de complemento normalmente vai de 0,00100 a 0,00175 ml,
enquanto a inﬂlinagﬁo da linha de regressao de sua dosagem tem um valor
em redor de 0,20 2 0,02,

Se o comp]emento testado estiver dentro désses limites, solugdes s@o
preparadas contendo uma, duas, tréds, seis, nove e doze unidades em
0,1 ml, Feitas as solugbes, faz-se o teste de prova com cada uma delas,
para evidenciar qualquer possivel erro nas diluigdes. Manter as solugdes
em gélo fundente até usa-las.

As solugdes de complemento sido preparadas diariamente, assim como a
suspensdo de hemicias.

e ke k
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caPfTULO Iv

REAGAO DE FIXA¢X0 DO GOMPLEMENTO GOM SORO DILUIDO.
EFEITO DG DILUENTE SOBRE C TYTULO DO sORO.
AGLO DO CEKLCIO E MAGNRSIO.

SORO HUMANO

O sbro humano é empregado diluide ou ndo, na quantidade de 0,05 ml
sendo que o volume total da reagic, antes de se juntar o indicador hemo-
litico, é de 0,3 m! e 0,5 ml depois,

Quando necessario, o sdre é driuido. O diluente usado tem variado,
segundo as técnicas, s6ro no:mal tem sido empregado na reagio de WASSER-
MANN quartitairve e WADSWORTH. MALTANER e MALTANER; outros sistemas,
como tuberculose. empregam =olugiao salina boratada enquanto a escola de
BIER recomenda o uso da solugidc rsmponada de veronal, com quantidades
apropriadas de calcio e magnésic.

O sbro humano é inativado por aguecimento a 56°C durante meia hora,
no dia em que 2 reagao é feita. O s8ro é mantido estéril, distribuido em
volumes de 1.9 n! em geladeirs ou em congelador,

Quando o sorn se apresenta turvo pela presenga de gorduras, costuma-
mos filtrd-lo em SEITZ EK: » sbro limpido é entado inativado.

As diluigoes sdo feitas em série aritmética, sempre a partir do sdro
original. Procuramos trabalhar com concentragbes de sbro que se diferen-
ciam umas das outras por uma guantidsde constante,

DILUENTE

E quasi sempre necesséario diluir o séro reagente de lepra, na sua
forma lepromatosa, uma vez que os titulos sdo maiores que 10, na maior
parte dos ceszos,”

S6ro diluide € entdo experrimentade -~om diferentes quantidades de an-
tigeno e de complemento.

E de interésse saber qua! » influénciam exercida pelo diluente nas
reacdes de fixagdo de complemento em lepra, »

Experimentamos como diluente a solugdo fisioldgica tamponada com
berato e também s8rc humano normal: em seguida, comparamos a soluglo
boratada com o tampdc de veronal, com metais (cdlcio e magnésio).

O quadro I moszra os resuliados obtides com solugdo salina boratada
e s6ro norma! usados como diluentes do sBro de lepra, segundo métodos
descritos nes capituleos VII e VIII, :

As discrep®ncias malores que 16% definem reagées defeitussas se-
gundo o conceito adotado para s avaliagdo e classificaglo de observa-
goes em testes de andlises seqii@ncial, (THOMPSON, 1849).

Em série paralela de testes em duplicata THOMPSON e SILVERSTEIN
(1953} encontraram apenas 1% de observagdes defeituosas em 300 pares
de reagdes, utilizando o mesmo diluente ¢ o mesmo antigeno.

Os nossos dados sugerem ser o diluente responsidvel pelo maior nidmero
de reagoms defeituosas encontradas; nfo se observa nenhuma tendé€ncia pa-
ra titulos mais altes, szegundo o diluente empregado.

S8ro humano normal utilizado nessa série de experiéncias foi cuida-
dosamente selecionado de criangas, com menos de 5 anocs de idade e com
prova negativa a tubarculina. Todos oz soros foram préviamente testados
com 3 unidades de complemenio e com dose $tima de antigeno, Somente
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foram utilizados soros que em 10 minutos de incubagdo a 37°C mostraram
hemélise total. A incubagdo preliminar foi de 90 minutos a 37°C.

QUADRO I.

TITULOS DE SOROS DE LEFRA LEPROMATOSA DETERMINADOS FOR REAQAO DE FI=-
XAQAO DO COMPLEMENTO QUANTITATIVA E DILUIDOS EM SOLUCAO FISIOLOGICA
BORATADA OU SORO HUMANO NORMAL.

S8éro n9 Sol. boratada 88ro normal ! Discrepincia achsda

E75 24 25 ‘ 4,1%
938 28 28 o %
586 12 14 16, 8%
1019 28 22 16%7%
. 106 48 48 0 4%
1066 80 88 7, %
1200 a7 86 : 5, 6%
4965 484 4486 2,7%
849 88 47 . 21,2%

499 11 12 . C 9,85% -
1008 180 148 7,8%
1051 19 15 28,6%
1085 326 840 4, 5%
576 272 200 : 8y 4%
1227 420 420" O %
oe 780 710 9, 4%

Observagao: antigeno usado: HA-5 lecitinado a 0,005%. "
, 88ro normal: mistura de soros de criangas .de 2 a 5 anos de
idade, tuberculino negativas {Mantoux a 1:10)."

(A solugad fisioldgica boratada € preparada diluindo um volume da
solugdo tampio de borato em nove volumes de solug®o a 0,85% de cloreto
de s8ddio. A solugfo tampio de borato & preparada tomando 6,2 g de 4cido
bdrico em um copo com 52,6 ml de soda normal., Dissolver e passar para
um balBo volumdtrico de 1 litro; juntar 47,5 ml de 4dcido clorfdrico
normal. Completar o volume com £gua destilada. Distribuir e autoclavar
por 30 minutos a 115 libras de pressdo).

A solugio salina de veronal foi preparada diluindo 85,0 g 4e cloreto
de sddio, 5,75 g de dcido B-B-dietilbarbiturico e 3,75 g de B~B~dietil-
barbiturato de s8dio em 2 litros de adgua destilada. Ao usar, diluir uma
parte dessa solugBo em 5 partes de dgua degtilada. Juntar entZo cloreto
de calcio e cloreto de magnésio para as concentragBes respectivas de
0,00015 M e 0,0005 M." '

J efeito do magnésio em salina tamponada com veronal foi estudado
por MAYER ET AL.: (1946) que concluiram dever ser recomendado seu uso nas
reagdes de fixacdo de complemento, O complemento se apresentava mais
ativo com magnésio que com solugfo fisioldgica, )

Em uma série de trabalhos LEVINE ET AL (1953, 1954) estudaram o pa-
pel desempenhado pelo cdlcio ionisado na fixagdo do complemento e cone
cluiram ser &sse elemento essencial & reagdo. O cdlcio seria necessaério
3 unido do complemento ao complexo antigeno-anticorfo, a0 passo que o
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magnésioc agiria, por mecanismo desconhecido, s3bre a ativagdo da hemé-
lise; €sses dois metais seriam indispensdveis ionios nas reagdes de fi-
xagdo do complemento. ,

Estudando o efeito da diluigao do sdro de lepra com salina-veronal,
com cdlcio e magnésio, em comparagdo com a titulagem feita com diluigles
em salina boratada, verificamos pronunciada alteragdo na reagao quanto 3.
quantidade de s3ro capaz de dar, em presenga do antigeno, 50% de heméli-
se com 6 ou 12 unidades de complemento. Os testes foram feitos ao mesmo
tempo., : :

Os protocolos I e II mostram que se considerarmos as duas reagdes
com o mesmo valor absoluto da unidade de complemento (em té€rmos de sdro
de cobaia) os titulos s@o os mesmos, quer em salina boratada, quer em
salina<veronal com metais, pois 1,7 unidades-veronal equivalaram a uma
unidade salina-boratada.

As inclinagdes das linhas de regress@o s8ro-complemento sdo iguais
e portanto os titulos por acréscimo sao os mesmos. Se aplicarmos o méto-
do I "(STANDARD METHODS, 1947) para a titulagem d&@sse s8ro diluido em sa-
lina boratada ou em veronal com cédlcio e magnésio, verificaremos que o
titulo do s8ro néo variou, corrigida a unidade de complemento com o con--
trdle do sdro (MALTANER e ALMEIDA, 1948).:

Como cdlcio e magnésio s@o necessérios 3 fixagdo do complemento e &
hemélise, a experiéncia sugere que ‘existe no so6ro humano quantidades
apropriadas désses elementos.,

Na técnica quantitativa de W.M.M. a quantidade de s8ro e relativa-
mente grande em comparagido com os outros elementos, pois empregamos 0,05
ml de sdro para um volume total de reagdoc igual a 0,3 ml. Se a diluigio
do s8ro é feita com s6ro humano normal,nfio haverd razdes para suplemen=-
tar Ca++ e Mg++ o teor désses ionios presentes na reagido; outras vézes
€sses metais sdo supridos pelo préprio s8ro de cobaia, usado em concen-
tracgdo grande (diluigdes 1:10 a 1:5), na técnica de WADSWORTH, MALTANER
e MALTANER., Consideramos portanto desnecessirio na técnica gque adotamos
o uso da solugdo tamponada de veronal, com Ca++e Mg++ pois usamos di-
luir o s8ro leproso em s8ro normal. Os outros elementos da reagdo séao
diluidos em salina boratada.

OBSERVACAO

Os protocolos I e Il mostram reagbes praticadas com diferentes doses
de antfgeno. Como veremos mais adiante, os titulos por acréscimo ndo sdo
afetados por excesso de antigeno. A comparagdo dos titulos se deve fazer
depois de corrigir a unidade para um dos ststemas: veronal-Ca++-Mg++ ou
salina boratada.

£ de se esperar que sendo o titulo dado em ndmero de unidades de
complemento o valor achado com veronal seja 1,7 v€zes maior que o deter-
minado com salina, Realmente foi essa a reagao encontrada: 35,6/21 = 1,7
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PROTOCOLO 1I.

REAGOES" COM 0S ELEMENTOS DILUIDOS EM 'SOLUGAO SALINA BORATADA

ANTIGENO H~AB LECITINADO A 0,06% (ml)
SORO DE LEPRA 0,020 | 0,016 | 0,010 | 0,005 | 0,020 | 0,015 | 0,010 | 0,006
-]
K™ 22465 UNIDADES DE COMPLEMENTO
8 12
nl ‘ HEMOLISE %
0,080 0 ) 0 0 50 26 36 86
0,020 -0 0 ) 0 100 100 100 100
0,016 45 10 10 0 -
0,010 1000 | o5 85 80
0,008 100 100 100 100
CONTROLES
DO ANTIGENO COM| :
2 UNIDADES DE n5 - 80 90 o5
COMPLEMENTO
po SORO,  COM UNI- : DAS HEMACIAS
DADES DE COMPLEMENTO DO COMPLEMENTO COM: SENSIBILIZADAS
10 2 U B U 10 2 U
40 90 100 50 100 0

Ti;peratura'de incubagdo 37°;. tempo, 90 minutos;. hemblise em 15 minutos

OBSERVAGAO: -

Todos os elementos da reagdo foram diluidos com solugdo salina bora-
tada; o mesmo diluente foi utilizado para completar o volume de 1,5 ml
necessdrio % leitura da hemélise em espectrofotbémetro.;
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PROTOCOLO II

REACOES COM 0S ELEMENTOS DILUIDOS EM SALINA-VERONAL COM Ca++ e Mg++

ANTIGENO HA-5 LECITINADO A 0,05% (ml)
s6RO 0,020 | 0,016 | 0,010 | 0,005 ]| 0,020 | 0,015| 0,010 | 0,005

DE LEPRA

NQ £24ES UNIDADES DE COMPLEMENTO

6 12
HEMAL | SE %

0,015 0 0 0 0 70 35 10 0

0,010 0 0 0 0 100 00 90 75

0,008 0 0 0 0 100 100 100 100

0,006 20 80 10 0

0,004 100 100 80 a5

0,002 100 100 100 100
CONTROLES

DO ANTIGENO

coM 2 u. DE| 80 80 05 05

COMPLEMENTO

b0 SORO, COM UNIDA=- 00 COMPLEMENTO COM: DAS HEMACIAS

DES DE COMPLEMENTO SENSIBILIZADAS

10 2 U U 10 9 U

0%
5 55 85 55 100

Temperatura de incubagdo 37°C; tempo 90 minutos; hemdlise em 15 minutos.

OBSERVACAO :

Todos os elementos da reag¢ao foram diluidos com solugdo salina tam-
com magnésio e cdlcio; o mesmo diluente foi utilizado

ponada de veronal,

para completar o volume de 1,5 ml necessdrio & leitura da hemdlise em

espectrofotémetro.
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cALcuLo po. TfTULO
oo DK p. 008

A sbro

De ac8rdo com as hemélises parciais obtidas com 12 e 6 unidades
de oomplemento,-calculamos‘K'B,A para cada diluiglo de antigeno
(TABELA II)

REAQOES COM SALINA~BORATADA

HEMOLISE %
sdroO - K's, A /\ s6ro ZCSK'S,A TiTULO
6u 12y.
0,080 50 12
0,015 45 6,2 0,015 5,8 19,8
0,080 26 16,6
0,015 10 8,0 0,016 6,8 22,0
0,080 85 18,8
0,010 86 4,9 0,020 8,7 21,8
0,080 | 85 18,6
0,010 80 5,1 0,020 8,6 21,8
TFTULO MEDIO 21,1

REAGOES COM VERONAL=Ca++Mg++

0,010 75 10,8

0,004 86 8,5 0,008 8,8 81,%

0,010 90 9,0

0,004 80 B,1° 0,008 8,0 32,5

0,015 86 18,6

0,008 80 6,7 0,009 6,9 88, 8

0,010 70 10,8

0,006 20 n,4 | 0,004 8,2 40,0
TiTULO MEDIO 85,8

Rela¢8o entre unidades de complemento determinadas com os dois dilu-
entes; em presenga de 0,05 ml de s8ro,.-

1 'unidade salina = 1,7 unidades veronal

! ¥ de se esperar que sendo o tftulo dado em nd¥mero de unidades de com=
rlemento que o valor achado com veronal seja 1,7 vészes maidr que o deter
minado com salina.  Realmente foi essa a relag@o encontrada:

35,5/21,'1"=’ 1,7
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cAaPfTULO Vv

CURVAS DE ISOFIXAGAO COMO METODO DE ESTUDO DAS
REAGOES QUANTITATIVAS DE FIXAGKO DO COMPLEMENTO

A REAGAO ANTIGENO-ANTICORPO- COMPLEMENTO

Quando estudamos um novo sistema de fixacdo do complemento, precisa-
mos conhecer o tipo de reagdo, verificando a exist&ncia de possiveis
efeitos zonais por excesso de antigeno.-

Un método utilizado em todas as técnicas de fixagdo do complemento
consiste em fazer reagir diferentes concentragdes de antigeno com.diver=
‘sas diluigdes de s8ro, a quantidade de complemento -sendo mantida cons=
tante, ' (Técnica de titulagdo em -bloco, BIER, 1955).

Em nosso trabalho também utilizamos €sse método, porém com dife-
rente interpretagido, projetando antigeno em abcissas contra s8ro em ore
denadas, ' As quantidades de um e outro sdo escolhidas como aquelas que
reagindo, formam complexos antigeno-anticorpo dotados da mesma capaci=
dade de fixar complemento.’ '

Se empregarmos, por exemplo, seis unidades de complemento, escolhe~
remos as quantidades de s8ro e de antigeno capazes de reagir com o com-
plemento, fixando 5 unidades. 'O ponto 50% de hemélise, por ser mais pre=
ciso, deve ter preferéncia, embora se possa seleciomar qualquer outro.,'A
projecdo determina pontos em uma curva-que denominamos .curva de . isofixza-
.gdo pois em todos os seus pontos a fixagdo do complemento foi a mesmas:
(ALMEIDA, - 1955).: : -

Podemos levantar outras curvas de isofixagdoe para o sistema em estu-
do; o gréfico III apresenta duas curvas de isofixagdo determinades: com:
seis e nove unidades de complemento, traduzindo as relagdes quantitatie-
vas entre s6ro e antigeno (protocolo III e IV).

Dessa forma dizer que a mistura s8ro~-antigeno fixou cinco unidades
de complemento quando seis estavam presentes nao significa o conheci-
mento da reatividade do sBro ou do antigeno, pois pode depender signifis
cantemente da quantidade do outro componente presente; podemos dizer que
a quantidade de complemento fixado é uma fung¢do das propor¢des relativas
em que. antigeno e anticorpo estao preésentes na mistura.

A funcgdo de isofixagéo poderia ter a expressdo:

Q = £(W,Z)

onde Q. é a quantidade de complemento fixado pelo complexo imune formado
pela antigeno W e pelo -anticorposcontido no sdro,Z.:
Quando W tornaese muito grande em relagdo a Z, podemos experar que

Q.= £(Z)

Quando Z decresce, Q tende para zero desde due W ndo seja.anticom-
plementar,s '

Essa condig@o é encontrada, quando acr éscimos significantes de antf
geno nao exigem o decréscimo correspondente da quantidade de s8ro, para
formar um complexo de isofixagdo. Nesse caso, a fixagdo do complemento
depende da quantidade de ‘anticorpo presente, pois variagdes nas quantie
dades de antigeno nd@o afetam a reagdo. Assim os pontos de isofixagdo
descrevem uma curva com uma parte. assintdética ao eixo das abcissas.:’

Outras curvas de isofixagdo podem ser tragadas empregando diferentes
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quantidades de complemento. O gréfico IV nos mostra as curvas obtidas
com trés, seis, nove e doze unidades de complemento, com sBro de lepra e
antigeno lecitinado HA-5

Quando a reagéo se fazx com 0,010 =l de antigenc ou mais, a fixagao
depende da quantidade de-sro preseutesf ‘

Q= t@)

S@o essas as condigdes necessfrias e suficientes para a determinagao
do titulo de um s8ro, de acdrdo com os conceitos definidos no capitulo
VII.:

Outra condigdo encontrada na curva de isofixagdo é mostrada pelo
ramo vertical da curva.:Nessa parte, o s8ro.(Z) torna-eg muito grande em
relagdo ¥ quantxdade de antf{geno présente (') e -entdo:

Q= £(W)

Realmente a quantzdade de co-ple-ento f:xndo depende da qunn;;dldf

reat:vxdade da mistura em que ‘se ‘forma o complexo imune com antigeno (W)

e anticorpo presente, expresso em térmos de séro Z,- .

Neste caso obtemos condigdes para que o complemento fixado agpendn.

da quantidade de antigeno presente, ou em outras palnvra., o ramo ver-

tical da curva de isofixagd@o indica as condxqoes nas quais a dosagem do
antigeno deve ser feita.’

O gréfico.V nos mostra duas curvas de isofixagéio. As quantidades de
antigeno, presentes na reagéo com excesso de sbro, quando projetadas cop
tra as unidades de complemento fixado, descrevem pontos sdbre uma reta.-
O titulo do antigeno pode ser calculado aegundo os conceitos def:nzdos
no capivulo VI.;

A parte da curva de 1sof1xaqao que liga as duas assintotas é a zona
em que a quantidade de complemento fixado depende tanto do antigeno como
do‘anticorpo, sendo portanto impossivel avaliar a reatividade de um ou
outro em térmos de complemento fixado. Essa zona mostra condigdes inde-
sejdveis nas reagdes de fixagdo do complemento, onde devemos ter apenas
uma varidvel para ser determinada.:

Na realidade a condigdo ideal de se fazer a dosagem apenas de um dos
elementos, antigeno ou anticorpo, nunca é atingida, pois os ramos da
curva de isofixagdo ndo sdo assintotas verdadeiras, indicando que a fi-
xagdo, em todos os pontos, depende de ambos os elenentos, embora possa
depender mais de um que de outro.-

Na prética consideramos que a fungdo

Q.= £(W,2)
possa ser tomada como:.
= £(W)
ou como::
= £(2)

dependendo das proporg8es em que €sses ele-entos‘(antiggno.ou s0ro) es-
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tdo presentes na mistura-reagao.

Devemos, no entanto,considerar as curvas de isofixagao obtidas com
antigenos que apresentam a capacidade de inibir a reagdo, quando em ex-
cesso. E o caso tipico da cardiolipina que apresenta curvas em que a as-
sintota horizontal passa por uma inflex8o, A quantidade de antigeno que
reage com o minimo de s8ro é indicada por um ponto bastante nitido cor-
respondente & dose de reatividade mdxima, segundo WADSWORTH, MALTANER e
MALTANER, - (1938).

Curvas de isofixagdo no sistema tuberculose serviram para a deter-
minagdo da proporgédo em que s8ro e antigeno aquoso se combinam para for-
mar complexos com definida capacidade fixadora de complemento(WADSWORTH,
MALTANER e MALTANER, 1938).:0 método consistia em determinar as relagdes
lineares entre séro e complemento,assim como as encontradas entre anti-
geno e complemento.'Essas linhas de regress@o eram comparadas pelo quo-
ciente de suas inclinagdes,-

O quociente indicaria a capacidade de reagao entre antigeno e anti-
corpo. Testes feitos em diversas ocasiles, demonstraram um quociente
constante para cada s8ro examinado, embora complemento e heméicias fossem
diferentes. 'Manteve-se constante o antigeno aquoso nessa série de expe-
riéncias. Essas relagdes encontradas na anédlise das curvas de isofixagéo
iriam permitir a determinagdo quantitativa de antigeno ou anticorpo, por
técnica de fixagao de complemento.

Ea%



GRAFICO III
Curvas de isofixagdo com antigeno lecitinado
e s6ro de lepra n° LP (Protocolo III)
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'GRAFICO IV

Curva de isofixagdo com
excesso de antfgeno.;
"(Protocolo IV)
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GRAFICO vV

Curvas de isofixagdo em lepra.;
0,0200 hf 0 Antigeno HA-5 lecitinado a 0,05%
'(Protocolo ndo apresentado)
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PROTOCOLO III

CURVAS DE ISOFIXAQKO'EM LEPRA

(grafico III)

poro P DILUIGOES DE ANTIGENO HA=6 LECITINADO A 0,006%  1:
mi | 50, 83 | 256 | 1w | 18 |e,7 [5,0 |4,0 [8,8 |25
HEMOLISE % COM ©® UNIDADES DE COMPLEMENTO
0,0100| - 87 8o | 1z o o, o i o { o o |o
0,0060| 70 27 10 0 0 0 o - 0 o |o
lo,0080] o8 52 an - 0 0 0 0 0 0 o
{0, 0020f 100 100 | 100 70 45 0 o 0 0 0
0,0015| 100 100 |100 100 | 100 30 5 ) 0 0
0,0010 100 85 80 25 o)
0,000% 100 40 10
050008 100 60 |25
0,0007 100 |40
0,0008 100 |66
0,0006 100 [p5
! HEMOLISE % COM € UNIDADES DE COMPLEMENTO
{0,0100] €8 36 10 0 | ¥
0,0080| €0 | 45 20 5 0
0,0080{ 75 40 15 10 ! o0
0,0020 90 80 30 10 ; ©
0,0016} 100 20 65 26 i 5 o
0,0010 100 { o5 60 | 5 0
0,0009 100 | 80 i 10 0
0,0008 ‘100 90 | 15 0
0,0007 100 30 10 )
0, 0006 100 50 26 16 0
0,0005 100 7o 55 16 0 ;
0,0004 100 90 86 60 50 16
0,0008 100 05 "5 80
10,0002 100 90
CONTROLES
{ DO ANTIGENO COM 2 UNIDADES
. | 886 | 85 90 90 | %0 06 90 o6 | o6 06
- 7
DO COMPLEMENTO _ COM: po SORO COM: DAS HEMACIAS
10U 2y 10 | 20 SENSIBILIZADAS
! 15% [ 90% " 45% 100% 0%

Incubagdo preliminar§v37“C por.90 minutos

Incdbag&o de hemélise:fé?'C por 15 minutos




PROTOCOLO IV

'CURVAS DE ISOFIXAGXO COM EXCESSO0- DE ANTIGENO
(grafico IV)

s6ro DE . ml DE ANTIGENO
. - _ ;
"LEPRA §~ 9 o, 020 | 0,015 | 0,010 | 0,006 | 0,008 [ 0,001
ml ! fnggergp oM. Q_UN;R&QES ng;coMmeumnmo o
~ 0,0016 o 16 '
0,0010 o o o- o o 26
0,0006 86 86 80 86 86 65
0,0008 60 50 66 66 50 70
6 UNIDADES DE COMPLEMENTO
10,0060 0 0 0 0 0. 56
0,0040 o -0~ o ) B 80
0,0080 0 o ) 0 26 90"
0,10025 5 5 6 10 28 100
0,0020 6 -B 5 25 86 100
0,0016 86 85 66 80 90 100-
0,0010 70 85 20 100 100 100
9 UNIDADES DE COMPLEMENTO
0,0050 ) 0 0 10 60 20
.0,0040 o 0 10 80 90- -100-
0,0080 (] 6 16 80 100 100
0,0026 5 10 80 70 100 100
0,0020 70 70 66 90 100 100
0,0016 80 80 80 90. 100 100
12 UNIDADES -DE COMPLEMENTO
0, 0060 0 0 0 16 85 100
0, 0080 5 10 10 46 100 100
10,0040 26 26 26 40 90 100
0,00865 50 65 65 76 100 . 100-
0,0080 €0 70 85 90 100 100
0,0026 85 85 80 100 100 100
CONTROLES
DO_ANTIGENO GOM 2 UNIDADES “DE COMPLEMENTO
| 80 86 | o0 { 100 [ 100 [ 100
DO COMPLEMENTO COM: DO SORO COM: DAS HEMACIAS SEN-
10 20 10 | 20 SIBILIZADAS -
16% 20% 56% 100% ' 0%




cAPfTULO VI

LINEARIDADE ENTRE AN'I‘I/GENO E COMPLEMENTO. INFLUENCIA
DA QUANTIDADE DE SORO PRESENTE NA REAGZXO.

Os gréficos III e V mostram exemplos tipicos de curvas de isofixagd
onde cada ponto traduz a quantidade de antigeno.e a de anticorpo capazes
de formar um complexo imune com determinada afinidade para o complementa:

Por conveniéncia de precisd@o, tomamos o ponto 50% de hemélise como
refer&ncia. Assim, se 3 unidades de complemento s&@o inicialmente junta-
das aos tubos contendo diferentes concentragdes de antigeno e de séro, a

reag@o se processa com intensidade bastante diversa, segundo a quantida-
de relativa dos elementos que formam o complexo fixador de complemento.:

Muitos tubos mostram hemélise total, outros nenhuma; entre €sses extre-
mos encontramos graus de hemélise parcial e diretamente ou por cdlculo,
determinamos o ponto 50% de hemélise.,

Dessa forma sao tragadas curvas de isofixagdo, para cada quantidade
de complemento utilizadas normalmente; podemos entao ter uma ou mais
curvas e estudar as relagdes quantitativas entre os elementos da reagio
de fixagdo de complemento.:

Verificamos nos grdficos IIIl e V que as assintotas verticais das
curvas de isofixagdo indicam praticamente a independéncia da fixagdo do
complemento em relagdo a quantidade de sdro presente, desde que o dltimo
se encontre em grande excesso.'

Realmente as quantidades necessdrias de complemento para 50% de he-
mélise (K'g,6,) nessas condigles variam linearmente com.a quantidade de
antigeno presente na reagdo, Sdo essas as condigdes necessérias e sufi-
cientes para a avaliagdo da reatividade do antigeno: excesso de sdro e
determinagdo das quantidades de antigeno necessérias para formar comple-
xos capazes de fixar duas, cinco, oito ou onze unidades de complemento,
quando tré&€s, seis, nove ou doze unidades estd@o inicialmente presentss na
reagao,

O titulo do antigeno é dado pela inclinagdo da linha de regressio
encontrada entre complemento e antigeno.,

no entanto necessirio fazer um reparo ao tipo de dosagem que pro-
cura conhecer a capacidade de reagdo do antigeno, em condigdes que per-
mitam uma reagio maxima., A dosagem indica a concentragdo do material an-
tigénico ¢ os titulos determinados por €sse método servem jfara estudo
comparativo entre antigenos de diversas partidas.-

Para a comparagdo de antigenos empregamos um mesmo sdro, pois, como
veremos, os parametros da linha antigeno-complemento sofrem alteragdes,
quando as assintotas verticais das curvas de isofixa¢do nao sdo parale-
las, ao eixo do s8ro; a posigao relativa das linhas de isofixagdo sofre
variagoes segundo o sdro experimentado.

O método ndo nos informa sdbre a dose de antigeno a ser empregada na
reagdo; a determinagéo das doses étimas ou de mdxima reatividade pode
ser feita por diferentes métodos, utilizando séro diluido."

A quantidade de s8ro presente na dosagem de antigeno nos dd a incli-
nagao da linha de regressido complemento-antigeno, com gossiveis altera-
¢des no outro parfimetro que é a intersecgdo da linha com o eixo do com-
plemento (ordenadas). Assim na familia de curvas de isofixag@o do gréfi-
co VI, cada uma das quantidades de sdro empregado no teste exige, na zo-
na das assintotas verticais, quantidades de antigeno para 50% de heméli-
se. Essas quantidades de antigeno quando projetadas contra as quantida-
des de complemento usadas determinam pontos sdbre uma reta. Podemos ter



.assim diferentes linhas de regressdo antigeno-complemento (grdfico VI),
cada uma delas com valores diversos n&o sé de sua inclinagdo como de sua
intersecgdo com o eixo das ordenadas, No grdfico VI, vemos que das li-
nhas tragadas, a que foi levantada com 0,0025 ml de sdro, teve sua ori-
gem em 1,0 unidade de complemento, com uma inclinagdo de 4800; outras
quantidades de ‘sdro influenciam os parimetros da relagéo linear entre
antigeno e complemento, quando as linhas de isofixag@o ndo sao para-
lelas.:
preciso salientar que a intersecgdo da linha de regressio comple-

mento-antigeno é apenas um ponto geométrico e a sua determinagido é feita
para permitir o cédlculo do titulo do antigeno (pois é um dos par@metros
de reta), pelo método de WADSWORTH, MAL TANER e MAL TANER.

Se, no entanto, considerarmos o titulo do antigeno como igual & sua
inclinagao, poderemos comparar antigenos, desde que usemos o mesmo sdro.’
O tituld do antigeno seria entdo:

A complemento

Titulo do antigeno =
/\ antigeno

Esse conceito foi adotado por RICE (1946) na titulagem de antigenos
preparados de vacina, em presenga de s8ro de coelho imunisado.:

A relagido entre complemento e antigeno pode ser utilizada como mé-
todo da medida para a atividade antigénica, depois de conhecidas suas
linhas de isofixagdo. Se sio paralelas entre si e ao eixo do sdro (orde-
nadas) podemos empregar o processo com excesso de s8ro, pois procuramos
encontrar condigdes em que a capacidade de fixagdo do complemento do
complexo dependa mais do elemento que estd em menor proporgdo, que é o
antigeno. A projegdo antigeno-complemento na realidade significa proje-
.gao de complexo imune em té&rmos de antigeno contra complemento necessé-
rio para 50% de hemélise.-

Se as condigdoes da reagdo permitirem tal tradugado podemos dizer que

K' = . a + bow
S,a

para S em excesso,’
Para uma determinada quantidade de 'séro (Z) podemos dizer, que (se
as relagdoes entre s6ro e antigeno estiverem na parte vertical da curva

de isofixagdo) a quantidade de complemento fixado é diretamente propor-
cional & quantidade de antigeno (W) presente.:

Lk =



GRAFICO VI.

Relagdo complemento-antigeno em presenga
de diversas quantidades de séro de lepra
n® 5155 (da parte vertical do grdfico V).

» 1 . 1

0,001 0,002

ml de antigeno HA-5 lecitinado a 0,05%
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CAPITULO VII

LINEARIDADE ENTRE SORO E COMPLEMENTO.  INFLURNCIA
DA QUANTIDADE DE ANTPGENO PRESENTE NA REAGZO.

Podemos verificar, .analisando o grdfico IV, que j4 com 0,010 nl de
antigeno; as curvas de isofixagdo de trés, seis, nove e doze unidades de
complemento, ficam paralelas ao eixo do antigeno (abcissas). No caso
presente, maiores quantidades de antigeno néo afetam sensivelmente as
quantidades de 's8ro necessdrias para a formagdo de complexos capazes de
fixar duas, cinco, oito ou onze unidades de complemento, quando trés,
seis, nove e doze estdo inicialmente presentes. Nessas condlqoes,‘a quap
tidade de complemento fixado dependerd da quantidade de sbro presente,
nas reagoes com 0,010 ml ou mais de antigeno.:

Essa é a condigdo ideal para a dosagem de soros, e entdo podemos
dizer que a fixag¢do € fungdo do quantidade de s8ro presente.

No entanto, somos obrigados aqui a fazer o mesmo reparo em relagio a
essa condigdo de dependéncia, uma vez que na realidade, a formagdo do
complexo fixador de complemento depende sempre do antigeno. ‘As linhas de
isofixagdo do grafico IV sdo aparentemente assintotas, mas se estender-
mos em maior amplitude a concentragdo do antigeno, podemos facilmente
verificar que elas se ‘aproximam da abcissa i medida que a concentragao
de antigeno aumenta. Outras v€zes,a linha de isofixagdo sofre a influém
cia da agdo anticomplementar que entdo se faz sentir com as maiores do-
ses de antigeno. Podemos dizer que condigles devem ser procuradas para a
reagdo de fixagdo do complemento, de forma a se obter uma proporcionali-
dade entre complemento fixado e a quantidade de anticorpo (em t&rmos de
sdro) presente, desde que antigeno esteja em concentragio suficiente: Na
verdade as assintotas indicam uma relativa independ&ncia entre sbro e
antigeno, em uma zona que se eSLende desde 0,010 ml. até 0,020 ml. de
antigeno (gréfico IV).-

Projetando as quantidades de complemento necessdrias para 50% de he-
mélise contra as quantidades de 'soro usadas, determinamos pontos s8bre
uma reta, Essa linha de regressdo permite o calculo do titulo do sdro
em té&rmos de sua inclinagdos

Evitamos, de propésito, distinguir qual a quantidade de antigeno que
deve ser usada na titulagem do s6ros. Nos trabalhos de fixagiao do comple-
mento, énfase é dada 3 propriedade que certos antigenos possuem, de ini-
bir a reagdo, quando em excesso; um exemplo é dado pela cardlollplna e
s0ro sifilitico (ver grédfico X). g

Neste caso a dose de antigeno a ser usada deve-ser relativa & in-
tensidade da reagiao espe*ada, gue por sua-vez, depende da quantidade de
‘anticorpos presentes no s8ro em exame.: :

Nos antigenos preparados de baciles da tuberculose podemos encontrar
8sse efeito zonal, com maior ou menor intensidade, ndo sé na reacgio com
séro de lepra, como tambem nos contrdles da agio nnt1comp]ementar do an-
tigeno, -

A determ1nagao da quantidade de antigeno necessdria para produzir
uma reagdo méxima é feita experimentando-se diferentes diluigdes de an-
tigeno com outras de sdro, complemento sendo constante: A quantidade de
antigeno capaz de evidenciar a menor quantidade de sdro reagente é toma-
da como dose de mdxima reatividade.

A dose de mdxima reatividade varia para cada quantidade de comple-
mento usada no teste; ' Em técnicas que empregam quatro diferentes concen-
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GRAFICO VII
Relagdo sbro-complemento em presenga de excesso de antigeno.

‘(Protocolo IV e Grdfico IV). .
Antigeno HA«5 diluido a 1:6,67 (= 0,015 ml).
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'GRAFICO VIII

Curvas de isofixag¢do com antigeno HA-5 e séro

de lepra n° 124, ‘com quatro quantidades
‘complemento. (Protocolo V, pdgina 31)
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PROTOCOLO "V

CURVAS DE ISOFIXAGXD COM.EXCESSO DE’ ANTIGENO

_
SORO DE LEPRA ml DE ANTi{GENO HA-5 LECITINADO A O,05%
(o]
No 124 | v,020] 0,010] 0,008]0,00e |0,004 |0,002 |0,0018l0,0012
HEMOLISE % COM 8 UNIDADES DE COMPLEMENTO
0,0010 10- 10 10 20 26 40 50 50
0,0008 45 50 56 80 65 85 85 70
COM 8 UNIDADES
0,0080 o - 0 0 0 0 0 o) 10
0,0060 ) 0 0 o 16 40 70 86
0,0080 0 0 20 25 56 85 100 100
10,0020 45 65 80 86 90 100 100 100
e — e T IV
_COM_® UNIDADES
0,0100 ) 0 0 0 0 0 80 90
0,0080 0 0 0 0 0 35 g0 | 100
0, 0080 ) ) 0 16 20 90 100 100
0,0050 0 85 36 50 55 100 100 100
0,0040 10 85 7o 95 100 100 100 100
o COM 12 UNIDADES
0,0500 o 0 0 0 ) 0 ) 20
0, 0800 0 0 0 0 0 0 10 85
0,0200 o] o 0 (o] o o] 20 86
0,0100 ) ) 0 ) 0 20 100 100
0,0080 ) 0 16 26 | 80 | 100 |. 100 100"
0,0060 ) 85 "6 80 86 100 100 100
0,0050 30 90 100 100 100 100 100 | 100
0,0040 7o 100 100 100 100 100 100 100
e e b b 8
CONTROLES 7
_ DO ANTIGENO COM 2 UNIDADES DE COMPLEMENTO
80 80 J~ 85 90 90 100 | 100 100
DO SORO (0,06 #) COM: { DO COMPLEMENTO COM: DAS HEMACIAS
1_m_mvl 3y 17 2U SENSIBILIZADAS
| _ss_ ' 100 - _ 15 90 o%

Ver ”g.rdfico VIII
24



‘GRAFICO

IX

Relagdo séro-complemento.: Influéncia da quantidade
de antigeno sébre os pardmetros da linha de regressado.:
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OBSERVAGKO: o parametro a da,equacao
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tragoes de complemento, como a de W.M.M. existem quatro doses de reati-
vidade médxima determinadas para o mesmo antigeno.- ’

Um fato corrente é a verificagdo que a dose de reatividade méxima
pode diferir segundo o sdro testado.:As doses de mdxima reatividade os-
cilam em redor de uma média que 'seria umna dose de antigeno suficiente

- para a maioria dos soros em um sistema,-

A técnica de W.M.M. obriga ao uso de varias diluigdes de antigeno
para cada quantidade de complemento usado e todas as reagoes obtidas sao
comparadas para sempre se poder determinar a reagdo mdxima.;

Dessa forma, quando podemos evitar o efeito zonal do antigeno e con-
seqliéntemente a determinagdo de uma dose de mdxima reatividade, simpli-
ficamos a técnica com diminuigdo do trabalho envolvido. Nesse caso uma
dinica diluigdo de antigeno poderia servir as reagdes praticadas com qua-
tro concentragoes de complemento. Tal é o caso exemplificado no grédfico
IX onde 0,02 ml de antigeno foram suficientes para as reagoes com tr
seis, nove e doze unidades de complemento.:

O efeito do antigeno sGbre as reagdes quantitativas com séro de le-
pra € ilustrado no protocolo V e grdfico VIII, onde as linhas horizon-
tais de isofixag@o mostram que maiores concentragdes de antigeno tem
pouco efeito sdbre a reaciao.:

As porgdes horizontais das curvas de isofixagdo do grédfico VIII
tendem a se mostrar assintéticas ao eixo das abcissas; no entanto pode~
mos verificar que, embora as linhas tenham essa tend&ncia, preenche
as condigdes necessidrias para a dosagem do sOro, elas na realidade so-
frem em todos os pontos a influéncia da quantldade de antlgeno presente
na reagio (protocolo V).:

Se considerarmos que na porgao horizontal as curvas de isofixacio
mostram pontos que mais dependem da quantidade de.soro presente, as con-
digoes requeridas de que

Q = £(2)

sdo praticamente atingidas., Nesse caso a projecao de complemento neces-
séria para 50% de hemélise contra sdro, determina pontos sobre uma reta.’

O titulo do sdro é calculado, pelo método dos acréscimos proporcio-
nais. Verificamos qua] o acréscimo de K' A produzido por acréscimo cor-
respondente de sdro.  Calculamos entag, por proporgao, qual ser1a a
quantldade de complemento para 0,05 de sdro.:

/\ K's,A 0,05

AN Z

Titulo do sdro =

Essa rq}agﬁo nos vai permitir calcular os titulos de um sdro, para
diferentes guantidades de antigeno.-

Quando. as curvas de isofixagdao sdo paralelas, o efeito do antigeno é
nulo sobre a diferenga entre K’ s,A; nesse caso a dose de ant1geno a ser
empregada numa reagao podera ter grande amplitude de variagéo.:

A linha de regress3o sdro-complemento intercepta o eixo de K's,A em

um ponto que nos trabalhos de fixagdo de complemento de W.M.M.:'é chamado
de C'. Essa denominagdo é bastante infeliz, uma vez que C' tem sido em-
‘pregado para significar complemento.' Seria mais légico chamar &sse gggto
de a pois nada mais que um dos par@metros da reta:: P

. Kis,A = a + b.Z
cujo estudo serd feito nos capitulos VIII e IX.:

i
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CAPITULO VIIL

INFLURNCIA DA CONCENTRAGXO DE ANTIGENO SOBRE 0S
PARAMETROS DA LINHA DE REGRESSXO SORO-COMPLEMENTO

A relagio entre sdro (Z) e complemento necessério para 50% de hemé-

lise, nas condigoes do teste descrito nos capitulos anteriores é da
da pela reta:.

K' ,A = a + b.Z

No grdfico IX podemos ver que o ponto foi determinado por projecgao
s8bre o eixo do complemento, da reta tracada entre trés e doze unidades,-
Vamos estudar o significado de a, utilizando os dados das linhas de iso-
fixagdo do gréfico VIII, protocolo V e projetando s8ro contra complemen-
to, para duas concentragoes de antigeno: 0,020 e 0,004 ml (grifico IX).
Os dados sao os seguintes:

QUADRO 11

Relagdes quantitativas entre antigeno, s8ro e complemento

ANTIGENO ml DE SORO N° 124 PARA IGUAL X VALOR DE @
ml 2 [ ) 12

0,020 0,001 0,002 0,0085 0, 0047 1,0

0,004 0,001 0,0028 0,0052 _ 0,0078 1,5

A projegido de K' contra s8ro determina uma reta quando 0,020 ml de
antigeno estdo presentes, a tendo um valor de 1,0; quando porém, menor
quantidade de antigeno é usada, como 0,004 ml os pontos ndo ficam sGbre
uma reta, mas descrevem uma curva. A interseccdo da linha tragada entre
trés e seis unidades de complemento tem um valor de a = 1,5."

Essa observacido sugere ser o ponto dependente da guantidade de an-
tigeno presente na reacdo, Quando as curvas de isofixagdo tornam-se pa-
ralelas entre s1, ha proporcionalidade entre complemento necessério para
50% de hemélise e a quantidade de -s8ro presente, antlgeno sendo constan-
te em todos os tubos da reagio. As quantidades de s8ro projetadas em
abcissas ¢ complemento em ordenadas sdo os dados de que a técnica de W.
M.M. se utiliza para a determinagado do titulo do s8ro, pelo prolongamen-
to da reta, até determinar nas ordenadas o nidmero de unidades de comple-
mento necessério para 50% de hemé]ise, gquando 0,05 »l de s8ro é tomado
como referé&ncia, -

Para haver proporcionalidade entre sBro e complemento n&o hé neceg
sidade das linhas de isofixagdo serem paralelas ao eixo do antigeno;
basta que sejam paralelas entre si.

Esse fato é bastante evidente quando se tragam curvas de isofixagao
com antigenos que apresentam o fenSmeno de zona. Um exemplo pode ser da-
do com a cardiolipina que apresenta nitidamente uma dose de méxima rea-
tividade para trés unidades e outra para seis unidades de comp]emento
(gréfico X).
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0 quadre III mostra os dados colhidos numa experiéncia désse tipo.;

QUADRO. II1I

PARAMETRO DAS 1L IMHAS DE REGRESSAO SORO~COMPLEMENTO, PARA
DIVERSAS COMCENTRAGDOES DE CARDIOLIPINA,

. ml g SORO SIFILITICO NECESSARIOS PARAMETROS DA
ANTIGENO ' ) LiINHA DE RE=
CARD10= PARA K' fauAL A: GRESSKD SORD=
LIPINA s : COMPLEMENTO.

3 6 a b
0,0013 0,0084 0, 0090 _ + 1,82 536
00,0015 00,0084 0,0080 0,7 652
0,0010* 06,0084
0,0020%% 0, 0060 - 0,9 1154
0,0080 0,0064 0,0090 - 4,0 1154
00,0100 G,0070 0,0096 - 4,8 1154
G, 0200 C,0074 0,0100 - 5,4 1164
Dose de maxima reatividade para 8 unidades de complemento;
w5 Dose de mizima reatividade para 8 unidades de complementos-

As linhas de regressio tragadas possuem diferentes par@metros;!os
valores de @ inde de positivo a negativo, de acSrdo com a quantidade de
antigeno presente (grafice XI), Observamos no entanto que a partir de
0,0020 m! de antigenn as linhas de regressio ficaram paralelas entre si
(o mesmo valer de b) e se o titulo do sbro f8r calculado como

KY . 0,05
Titulo = Aﬁ}k So A

N\ oz

encontraremos o valor de 57,8, constante para reagbes feitas com diver-
sas conuentragOHa de antigeno.:

A experi8necia ¢ bastante ilustrativa e mostra os qegulntes pontOS"’

1°) = A dose de antigenn de médxima reatividade deve ser empregada
quando se guer evidenciar quantidades peguenas de anticorpeos, per exeme
plo, nas rea¢dcs qualitativas de fixag@o do complemento.’

2°) - Néo hd necessidade, nem obrigatoriedade de se usar doses de
reatividade mdzima para titular soros reagentes,; quando se emprega o mé-
todo dos acréscimos proporcionails,

3°) = A experifncia acumulada em reacoes de fixagao de complemento
mostra que a dosge de reavividade méxime do antigeno € uma quantidade de
antigeno que produz o mdximo de reagao com a maioria dos sores em um de-
terminade sistema. £ uma guantidade estatlsticamente determinada & isso
quer dizer que a dose de médxima reatividade nédo é a mesma para todos os
soross:Para um determinado s6ro, a-fim de se obterem reagdes mdximas,
somos obrigados a empregar diluigdes de antigeno, em redor da dose média
conhecida e suposta dtima.'O uso de antigeno mais diluido afeta a pro-
porcionalidade entre complementoc e s6ro, sendo particularmente evidentes
as mudangas ocorridas nos valores de b, que é a inclinagdo da linha de
regressdo sdro=complemento.:

35



O uso de doses maiores de antfgeno afeta. apenas o valor do parémetro
“a e assim os titulos por acréscimo ndo sao alterados.:

4°) - A importéincia prética désse achado deve aqui ser salientada,
pois o conceito de dosar antigenos, para se encontrar a dose de méxima
reatividade para cada concentragédo de complemento, deve ser aplicado
apenas s reagbes qualitativas., Para as reagdes quantitativas i4 ndo
procuramos ‘a quantidade de antigeno que satisfaz a maioria dos soros em
um sistema, mas apenas necessitamos de conhecer qual a dose de antigeno
que produz reac¢des paralelas com trés, seis, nove e doze unidades de
complemento,

A dose deve compreender uma zona de diluig¢ées de antigeno, na qual a
condigao de paralelismo das curvas de isofixagdo é satisfeita,

No exemplo dado no grédfico X podemos escolher a dose de 00,0100 de
cardiolipina para reacdes com trés e seis unidades de complemento; as
doses de méxima reatividade sio respectivamente 0,00075 e 0,00150, se-
gundo MALTANER e MALTANER, para cardiolipina 72, experimentada. No en-
tanto, no sd8ro examinado, as doses de méxima reatividade foram de 0,0010
e 0,0020 ml de antigeno, respectivamente para trés e seis unidades de
complemento. Se a reagdo tivesse sido feita com as suposStas doses Stimas
de cardiolipina, a linha de regressﬁo s6ro-comp]ement0‘(ver grafico XI)
teria os segulntes parimetros: a = 0, b = 730, com grande alteragiodo
titulo do s8ro, pois, como se pode ver1f1car no gréfico X, essas doses
de antigeno se localizam exatamente na zona em que a curva de isofixagdo
depende igualmente tanto do s8ro como do antigeno. Convém lembrar que a
titulagem do s8ro se procura fazer na zona em que a curva de isofixagio
depende primeiramente do sdro.- '

No grafico XI pode-se verificar que quando se computam os valores de
séro e de complemento nas reagdes praticadas com as verdadeiras doses
6timas de antfgeno, os valores dos pari@metros sdo: a =~ 0,9 ¢ b = 1154,
O valor de b é o mesmo que os achados com doses maiores-de antigeno e
sendo o titulo fungdo de b, vemos que, depois da concentragdo Stima, as
determinagdes ddo o mesmo titulo, 1ndependente da concentragio de anti-
geno.

5°) - Dessa forma, a dose de antigeno a ser empregada numa titu]agﬁo
de sdro deve ser aguela que ndo afeta o relativo paralelismo das curvas

de 1sof1xaqaos As doses de méxima reatividade satisfazem essa condigao,:

imprimindo N reag3o o méximo de sensibilidade. Né€sse caso reagdes preli-
minares para evidenciar soros reagentes, devem ser feitas com dose de
antigeno de reatividade méxima; a dosagem, no entanto, do s6ro reagente
deve ser feita com doses de antigeno de reatividade paralela.

Essa nogdo, quando aplicada, em muito simplifica o método quantita-
tivo de W.M.M., pois passamos a usar uma vnica dose de antigeno para
trés, seis, nove ou doze unidades de complemento.

O método tem a vantagem de nido se prender a uma dose critica de an-
tigeno, pois variagdes considerédveis da dose de reatividade paralela niao
afetam o valor de & K's,A, ndo alterando portanto o titulo do sdro.:

Trabalhando com . antigeno em excesso, alteramos a reagio, mas nio seu
paralelismo, mesmo quando o antigeno apresenta intensos fendmenosde
inibicao,"

As doses de reatividade paralela afetam o valor de a, mas ndo as de
b, da relacdo sdro-complemento,

Até agora estudamos a inclinagdo da linha de regressio s8ro-comple-
mento e concluimos que condigdes para a titulagem do s8ro sdo encontra-
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das quando as linhas de regressio citadas apresentam o mesmo valor de b,

O outro par@metro da linha de regressio é a sua intersecgao com o
eixo do complemento, Verificamos que seu valor é grandemente alterado
por efeito da quantidade de- antigeno presente, porém o seu significado
deve ser procurado, pois é de interfsse prdtico e tedrico.:

Loglcamente, ‘se antigeno e s8ro ndo sdo anticomplementares, as li-
nhas de regressfo devem sair de 1,0 unidade de complemento, no eixo das
ordenadas, pojis quando s8ro é igual a zero, deve ser necesséirio-apenas
uma unidade de complemento para 50% de hemélise, por definigao.:

Na projegao da linha ‘sdro-complemento s8bre o eixo das ordenadas,
vemos que o par@metro a pode ser de grandeza muito variével, como ponto
extrapolado e ndo representa um dado experimental. O ponto a deve ser o
contréle do nntlgeno, qué com uma unidade deverd, na aus@ncia de séro,
dar hemélise préxima de 50%.

Se fizermos as reag¢des com menores quantidades de s8ro que aquela
que reage com trés unidades de complemento, podemos tragar toda a curva
que relaciona séro com complemento e determinar experimenta]mente o
ponto em que a curva se inicia, no eixo das ordenadas,: 0 quadro IV nos
d4d os valores encontrados experimentalmente.’

Os dados da experiéncia foram projetados no gréfico XII. Verificamos
que ¢ valor de a decresce & medida que. aumenta a concentragao de antige-
no empregado na reagaos’

Valores negat1vos de a significam que a reagao de fixagdo do comple-
mento se inicia depois de certa quantidade de s&ro. Assim, por exemplo,
quando antigeno esti presente na concentragao de 0,0100 ml, a fixagao
de complementa comega degois de 0,006 ml de sBro; a razao desse fenomer
no parece depender diretamente da quantidade de antigeno presente.’Quan=-
do este estd em excesso, o complexo antigeno-anticorpo formado se dis-
solveria no antigeno, até uma certa concentragdo, depois da qual jé ndo
haveria suficiente antigeno para produzir &€sse efeito, Realmente, menor
quantidade de antigeno (por exemplo 0,0033), jd mostra fixagdo do com-
plemento com 0,003 ml de s§ro.-

QUADRO IV

RELAQAO ENTRE SORO E COMPLEMENTO,'EM PIXAQOES COM EXCESSO
DE ANTIGENO (Bxemplo: cardiolipina e s8ro 81f1litlco)

ANTIGENO s®rO K's,A PARAMETROS TfTULOS DO SORO
. ml ml a b (por acréscimo)

0,0100 0,0170 9,0 -25,6 | 1. 500 76

00,0100 00,0150 6,0

0,0100 0,0130 )

00100 0,0106 220

020100 00080 104

050100 020080 172

030100 020040 1271

020100 0,0020 121

0,0100 salina 1,1

0,0088 0,01086 9,0 - 8,0 |1.500 75

00083 0’0086 8,0

05,0083 0, 0066 320

00,0088 O 0056 2,0

0, 0083 050040 1,3

0,0088 0,0080 172

050083 05,0020 159

00,0088 salina 1,1

O valor negativo de a pode ser interpretado como efeito do antigeno
's8bre o complexo antigeno-anticorpo formado.-
Quando a quantidade de antigenc se aproxima do étimo de proporgdes

e




com o s8ro, o valor de a tende para 1,0; nessas condigSes a fixag8o do
complemento se inicia com quantidades ninimas de s8ro e da{ a maior sen—
sibilidade da reag¢fo.- .

Valores positivos de a podem ser considerados indice ds falta de an-—
tigeno para atingir a zona de reatividade paralela. Linearidade entre
s8ro e complemento pode ser alcangada, porem a inclina¢80 nZo € a mesma
e o ponto a, determinado geom@iricamente, sempre € maior que 1,0 (gré-
fico XI).-

0 método quantitativo de fixagao do complemento aqui discutido e es-—
tudado pars o sistema lepra, avalia a reatividade do s8ro em t8rmos de
complemento necessdrio para B50% de hemd8lise para um acréscimo de 0,06 ml
de s8ro.-

Difere da técnica de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER pois o tftulo do
s8ro é avaliado em t&rmos da inclinag¢B0 que a linha de regress®o s8ro-
complemento possui, para um valor determinado de sdro, arbitrariamente
tomada como 0,05 ml. O método dos acrdscimos proporcionais foi utilizado
por RICE (1947) que encontrou concordfncia entre titulos de fixagio de
complemento e valores obtidos por testes de precipitag@o no sistema
Pneumococos.
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GRAFICO X

Curvas de isofixagdo com antigeno
apresentando inibigdo quando enm
excesso (tipo cardiolipind).;

"(ALMEIDA,  1955)

Curvas com 3 e 6 unidades de complemento.;

0,020

Doses de mdxima reatividade
‘(ou doses dtimas)

ml de sbro
L *J
L2

0,010

de

antigeno

& -

o o

A& 1 ] 1 1 1 1
0,010 0,020



'GRAFICO XI

Linhas de regressdo tragadas no sistema: séro-complemento, quando
di ferentes concentragoes de antigeno sdo usadas.(Dados do Quadro III)

K
A
\\

\u

N
N

rl 4
y ¢ 2/ CARDIOLIPINA

S’/
/, / ml de antigeno
’
L, ,/ —-—-—~A 0,0010 ¢ 0,0020

/ -"/ - —————h 00,0016
. & F - eee—pg 0,0013

”/ ---—_-__B 0, 0080
/ 1/ T - 0,0100

/
/ — —=— ———~ 0,0200

| |
0, 0050 00,0100
ml de séro




GRAFICO XII

Efeito da concentragdo do antigeno sébre os pa-
rémetros da linha de regressdo s8ro-complemento.:

K's,A

"1,4

-6,0

ANTIGENO USADO
(cardiolipina)

—©——O8~ Doses Stimas

——+_ 0,0088

—4—a— 0,0100

0,020

“ml de sbro sifilftico



CAPITULO IX

" =
ANTIGENOS AQUOSOS DO BACILO DA TI'IBERCULOSE.'
EFEITOS SOBRE O COMPLEMENTO. ANTIGENOS A-
QUOSOS LECITINADOS. -

Antigenos aquosos preparados do bacilo da tuberculose, como descri-
tos no capitulo II, ou preparados por simples ebuligdo de bacilos em
dgua destilada, apresentam um efeito anticomplementar zonal, de grande
intensidade.

O protocolo VI nos mostra que tal efeito é observado nao sé quando se
emprega o complemento liofilisado, preparado de grande nimero de soros
de cobaia, como quando complementos individualmente testados sao utili-
zados., Cabe aqui um reparo sdbre a impropriedade de tal teste, se pra-
ticado com uma dnica diluigdo de antigeno, pois daréd resultados comple-
tamente falsos, como se poderd constatar no protocolo VI.:

Os testes de anticomplementariedade ou reatividade inespecifica entre
complemento e antigeno, praticados com 8 diferentes misturas de comple-
mento, dariam informag¢des erradas se realizados com uma uUnica dose de
antigeno, pois poderiam indicar auséncia de agdo nao especifica, perfei-
tamente evidenciével com outras diluigdes de antigeno.-

A presenga de s8ro humano normal na reagéo diminui o efeito zonal e o
desloca (protocolo VII), porém ndo o evitas:

O s8ro humano usado na experiéncia provinha de criangas. entre 2 e5
anos de idade, com reagio negativa & tuberculina (MANTOUX e 1:10)

O protocolo VIII ilustra uma experiéncia feita com o antigeno aguoso
precipitado. Verificamos nitida agdo zonal em contrdles do antigeno; en-
quanto antigenos concentrados ndo se mostram anticomplementares (dilui-
Goes a 1:5 e 1:10), quando diluidos sdo capazes de fixar mais de duas
unidades de complemento, na ausé&ncia de ‘sdro. Essa observaga@o traz como
coroldrio a necessidade de se controlar a agdo anticomplementar, com vé-
rias diluigdes do antigeno. Efeito zonal semelhante € observado nos tu-
bos de reagido, onde diluigdes de antigeno mostram atividade mdxima. -
entdo necessdrio indagar se o efeito zonal observado nos tubos de reagao
ndo é mais a reprodugdo do mesmo efeito ocorrido nos tubos contrdles do
antigeno (protocolo VIII e gréafico XIV).

O efeito da lecitina sdbre o antigeno aquoso se faz sentir, nao sé na
reagdo em que sdro de lepra estd presente, como também nos préprios cone-
trdles do antigeno. O protocolo IX, mostra uma titulagem feita no mesmo
s8ro de lepra n® 8954 com antigeno aquoso (OB) lecitinado a 0,05%.

A jungdo da lecitina faz desaparecer o efeito zonal e a linha de re-
gressdo sdro-complemento intercepta o eixo das ordenadas (complemento)
em um ponto mais préximo do valor ideal que é 1,0 (gréfico XV).

A quantidade de lecitina usada foi de 0,05% e o método para sua mis-
tura com o antigeno consistiu em juntar a quantidade necesséria da solu-
gado alcoélica de lecitina ao antigeno ndo diluido para a desejada con-
centragao final de 0,05%.

Voltaremos ao estudo do antigeno aquoso lecitinado no capitulo X onde
faremos um estudo comparativo entre antigenos soldveis em piridina e an-
tigenos aquosos.’
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PROTOCOLO VI

Agdo anticomplementar do antigeno aquoso ndo lecitinado, em pre-
senga - de solugdo salina boratada.-

ANTTGENO 28 (OB)

COMPLEMENTOS LIOPILISADOS; PARTIDAS NUMERADAS

DIL I xo DO > ; T = 5
Auwgegxo ¥° L W Ll L. .2 L. X 4
as(on) _ HEMOLISE % COM UMA, DUAS OU TR2S UNIDADES -
. E 2 8 | 1- 2 8 1 2 8 |1 2 8
1:5 20 |00 | 100 gs 00 |1200 |25 |95 | 100 25 |90 |100
1:10 = |16 |80 | 100 |80 J100 |25 |80 | 96 | 20 |90 |100
1:20 156 |70 | 85 15 60 |70 |15 |e5 | 80 | 156 |80 |96
1: 40 10 |40 | 656 | 156 |80 |66 |16 |85 | 66 | 16 |85. | 65
1:66,7 1o 80 | 66 | 10 |80 |86 |O 80 | 66 | 16 {86 |60
1:100 (o} 26 | 7o | 10 |25 |86 |O 80 |76 | 10 |86 |76
1:187 o 80 |85 |o 50 |100]0 |80 |90 | O |40 |eb
13888 - |0 é5 J 100] 0 |70 |100 O 70 | 100 0 |80 |100
1: 6500 - 0 76 | 100 16 |76 ]100 O 70 | 100| 10 |86 | 100
° 5 N° 6 §° 7 §° 8
1:5 |20 | o5 |100 |16 [e0 |[|100 |26 |e0 |100 |40 |96 |100
1:10 80 {56 |100 [t6 |76 100 |20 |60 |e6 |86 |80 |e6-
1:20 |20 ]85 o6 |0 . |85 |40 |16 |80 {86 |20 |80 |56
1: 40 20 |eo Jvs. |o 16 |25 |10 |15 |26 10 |16 |26
1:68, 7 16 |46 86 |0 10 40 |o 20 |85 |O o} 35
1: 100 10 |45 86 -|O 16 |46 |oO 16 |45 |o 15 | 50
1:167 o 60 oo jo. |25 |76 |O 26 |80 |o 25 |96
1:888 0 90 |100 |o 65 |96 |O 70 {100 |O 80 ' | 100
1: 500 - o 20 |100 o Jeo }100 |0 80 (100 {10 |eo0 |100

COMPLEMENTOS LIOFILISADOS BM: CONTROLE .DO_COMPLEMENTO
- 10 20
¥ a- 28.9. 51 5% 100%
§° 2 20, 4. 51 : —
':'3' B alty B1 DAS HEMACIAS SENSIBILIZADAS
¥° 4 10.1.52
¥° 6 8410, 52
R° 6 26,9, 652 o%
N° 7 " 4,6, 51 '
N° 8 6.0, 68

Incubagdo 18 horas .a 3=-6°C, para euttar a deterioragdo do. coupleuento
(1 untdade} pelo ¢alor. chéltse em 15 minutos a 37°C.



PROTOCOLO VII.

Agdo anticomplementar do antigeno aquoso ndo lecitinado em presenga de
séro humano negativo.;

DILUIGZXO REAGOES EM PRESENGA DE 0,05 ml DE SORO E UMA, DUAS E
DO ANTIGENO TRES UNIDADES DE COMPLEMENTO
sOrRO 1 sbro 21 sbro 3 sbro 4 SALINA

1:¢ 1 2 3 1 2 |3 1] 2 8 |1 2| 8 1 2
5 85 |90 [100|85 |90 [100|85 |100}100|20 |65 |e5 | 85 100
10 156 |60 |90 |25 |90 [100|15 |70 |100{15 |70 |100] 80O 90
20 0 85 |90 |20 {85 [100{0 |40 |100|25 |75 |5 | 25 55
40 0 80 |100[20 |80 |100f0 " |50 |100(20 |80 |100] 15 26
66,7 |10 |90 |100]|25 |85 |100l0 |60 {100|20 |75 |100} O 20
100 15 |90 (100|256 [90 |100l0 |85 |100|25 |80 [100] O 20
125 15 |100}100{25 |90 |100{10 |88 |100|20 |80 [100] O 25
187 20 |100|100|20 |100]|100|16 |90 |100|26 |85 100} O 35
2650 25 [100/100{80 |85 |100|26 |100|100}26 |90 |100] 10 50
388 30 |90 [100|80 |85 [100|26 [100|100|25 |90 |100 ] 10 86
500 80 |90 |100|85 |96 |100|80 |100|100|86 |100|100) 15 80

" CONTROLE DO COMPLEMENTO 50 100 |

Incubagdo:

18 horas a 3-6°C.
Os soros (1-2-3 e 4) sao de criangas tuberculino-negativas

PROTOCOLO VIII. (Gréfico XIII)
Reagoes com antigeno aquoso sem lecitina 28(OB) e s8ro de lepra n® 8954

Hemélise em i5 minutos a 37'C.

. sORO 89H4 DILUIDO A: .
ANTIGENO e TR e T 16,7 CONTTOLE
oiLutpo UNIDADES DE COMPLEMENTO DO ANTIGENO

3 6 8 9 12 1 2 | 8
1:5 90 [100 90 90 86 26 | 96 |100
1:10 865 |100 40 85 50 26 |85 |90
1:20 5 95 10 25 40 20 |25 |85
1:40 0 76 10 25 85 o} 10 |26
1:66,7 o} 55 10 80 40 o] o |26
1:100 0 "6 16 86 65 o] 10 |65
1:125 0 80 20 40 50 o] 26 |80
1:187 5 100 85 45 80 0 26 |90
1:250 10 |100 35 50 "6 0 45 |90
1:883 80 100 50 85 90 0 80 |95
1: 500 a5 |100 56 90 90 o} 76 |100
1:6867 45 | 100 76 05 100 10 |85 |100
1:1000 50 | 100 80 . 100 100 16 | 90 |100




UNIDADES DE COMPLEMENTO NECESSARIAS PARADU% DE HEMOLISE

'GRAFICO XII.

‘Reagdo entre séro de lepra e antfgeno aquoso '(28(0B))
sem leéecitina,

867 500 238 187 125 100 66,7 20 10
[ 1 s il i o | { 4? .

e

log das diluigdes de antigeno 28 (OB)

° 8954 diluido a 1:18,7
© 8964 diluido a 1:26

© 89654 diluido a 1:41,%
e a 1:125

-—-g-——o— 88ro n
—_ s8ro n

gbro n
— s8bro n® 8954 diluido



UNIDADES DE COMPLEMENTO NECESSARiAS PARA HO% DE HEMOLISE

'"GRAFICO XIV

Rezag@o entre séro de lepra e antigeno aquoso (28 (0OB))
com 0,05% de lecitina.;

12 =
—O O
0 foc
A 4
8
—Cm -©
8 =ik
867 B0O 833 260 167 125100 8,7 41 20 10 5
N U S Y N Y I l 1
Log das diluigées de antigeno
£ oy—  séro n° 8964 ailuido & 1:16,7
& 7 s6ro n® 8964 diluido s 1:26,0
) Q séro n° 8954 diluido a 1:41,7

86ro n° 8954 diluido a 1:125



PROTOCOLO IX (Grdfico XIV)

ReagGes com antfgeno aquoso 28(0OB) lecitinado a 0,05% (Método II) e séro
de lepra n® 8954.

pILULGAO s6ro 89hH4 CONTROLE DO
DO 1:126 | 1:41,7 | 1:25 | 1:1e,% i e
ANT | GENO UNIDADES DE COMPLEMENTO
8 | e |8 8 8 9 9 12 1] 2 8
6 26 100 | o 70 20 76 80 no |ss |so | 100
10 25 100 | o 70 20 76 80 no |a6 |80 | 100
20 25 100 | © 70 20 76 30 no |40 |78 | 100
40 26 100 | o 70 16 nE 85 ng |ss |70 | 100
66,7 26 100 ]| o 70 20 80 86 75 |26 |76 | 100
100 26 100 | o 80 26 86 45 8o |20 |so | 100
125 80 100 | O 86 26 86 40 go |so |90 | 100
167 40 100 | © 86 85 90 45 86 la0 |100] 100
250 60 100 | © 90 50 100 | B0 o6 |45 |100| 100
388 70 100 | 10 | 100 | 55 100 | »o 100 [40 |100 | 100
500 85 100 | 25 | 100 | 75 100 | 80 100 40 [100 | 100
667 90 100 | 85 | 100 | 85 100 | 90 100 |86 |100] 100
1000 100 | 100 | 60 | 100 | 90 100 | 100 | 100 l86 |[100| 100
CONTROLE DO COMPLEMENTO 25 |e5 | 100

Incubagdo 90 minutos a 37°C. Hemélise 15 minutos a 37¢C.

GRAFICO XV

Linearidade entre séro e antfigeno,
com ou sem. lecitina.

12 |
9 -
N - '
P SEM LECITINA
o —g———8— COM LECITINA
x ¢ F-"a '
'd
8 [~ 7
/
| | | |
9 12 20 80

ml x 10~% de.séro n*® 8954



caApfruLo X

]FEITO DA LECITINA SOBRE 0OS _ANTIGENOS SOLUVEIS EM PIRIDINA.
INFLUEBNCIA DO MODO DE SE MISTURAR A LECITINA E DE SUA DOSE.
COMPARACKXO DE ANTYGENOS.

Segundo a observacgao de STATINEANU e DAMELOPOLU (1909), a lecitina
poderia agir como antigeno nas reagoes de fixagéo de complemento com s5-
ro de leproso ou com liquido céfalo-raqueano.

A lecitina juntada aos extratos alcoélicos de bacilos da tuberculose
aumentava a poténcia de 80 a 160 vézes em provas de fixagdo de comple-
mento, segundo DIENES e SCHIFF (1926).

Em 1931, WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN descreveram o antigeno solivel
em piridina e usaram lecitina nas doses de 0,03 a 0,06%.

Em 1943 EICHBAUM confirmou os achados de STATINEANU e DAMELOPOLU,
utilizando suspensbes salinas de lecitina comercial; observou emtio que
havia diferenga de comportamento da lecitina de marca para marca. Ob-
teve 61% de positividade em reagdes de fixagdo do complemento praticadas
em 229 soros leprosos.:

A lecitina do comércio é uma mistura de isdmeros, com outras impure-
zas como cefalina. A cefalina possue ag@o reforgadora sdbre extratos
bacterianos na s8ro-diagnose da leprose. O antigeno com cefalima teria
sido capaz de evidenciar casos de lepra iniciais, -enquanto o mesmo anti-
geno sem cefalina mostrava-se desprovido de agdao fixadora, segundo.
ICHIATA (1940).:

Os autores que usaram lecitina comercial (SACHS e KLOPSTOCK (1925),
ORNSTEIN (1926)) obtiveram soros imunes em coelhos; entretanto aquelas
que empregaram lecitina purificada (LEVENE, LANDSTEINER e VAN DER SCHEER
(1927), PLAUT e RUDY (1932), WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1934) nio
conseguiram obter soros imunes em coelhos nem evidenciar qualquer reagéo
de fixag3o do complemento entre os soros preparados e a lecitina comer-
cial; de outro lado, confirmaram as observagdes anteriores sdbre leciti-
na comercial. Soros preparados com lecitina comercial ndo reagiam com
lecitina purificada.

Os preparados purificados poderiam ter dificil dispersdo em salina e
isso seria a principal causa de sua ndo reatividade, como sugeriram WEIL
e BESSER (1931); essa hipdtese ndo foi confirmada por WADSWORTH, MALTA-
NER e MALTANER, (1934) que néo observaram diferengas na dispersdo da le-
citina purificada por precipitagdao com cloreto de cédnio ém comparagéo
com a lecitina MERCK (lecitina de ovos).

LEVENE, LANDSTEINER e VAN DER SCHEER (1927) sugerem que a substdncia
ativa na formagdo de anticorpos ndo é a lecitina, mas alguma outra subs~
tdncia presente nos preparados de lecitina comercial.:

E de interesse assinalar que MALTANER e MALTANER (1945), na padroni-
zagdo dos antigenos de cardiolipina, experimentaram suspensdes de leci-
tina purificada de coragio de boi, com soros negativos e soros fortemen-
te positivos para a sifilis e ndo observaram inibigao de hemélise em
s8ro ndo reagente, mas notaram moderado grau de reagdo com um dos 15 so-
ros sifiliticos. Concluiram que a lecitina por sf sé ndo é antigénica
mas que em certas condigoes poderd reagir com determinados soros. Ante-
riormente, com lecitina purificada de figado WADSWORTH, - MALTANER e MAL-
TANER (1934) encontraram 5 reagdes positivas em 83 soros sifilfticos.
Essa incidéncia néo estéd longe da percentagem encontrada (8%) por EICH-
BAUM (1943) em condigbes semelhantes,
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Em 11 misturas de soros de lepra lepromatosa, com titulos maiores que
12 com o antigeno HA-5, observamos apenas duas reagdes de titulos meno-
res que 6; um dos soros reagia com cardiolipina e com titulo 100, Era
uma mistura de soros de leprosos, com sorologia para sifilis positiva e
com histéria de infecgdo luética.,

DISPERSAO DA LECITINA

O modo como a lecitina é dispersa em solugdo do antigeno poderia ter
efeito n@o 86 na agao do antigeno sd8bre o complemento como também sdbre
a reagao, -

Experimentamos os seguintes métodos de disperséo:

Método I - A solugdo do antigeno em benzeno € evaporada e o residuo
suspenso em salina. A lecitina ¢ juntada 3 solugdo benzénica. E o método
utilizado por WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUAN.

O inconveniente dé&sse método é a suspenséo em salina, de um residuo
de difici) solubilidade; o grau de dispersdo poderd variar.’

Método II - A solugéo alcobdlica de lecitina é pipetada em um copo e a
solugéo salina do antigeno é vertida sdbre a lecitina., A mistura é feita
passando a suspensdao de um a outro copo, vdrias vézes., Esse método é fa-
cilmente reprodutivel, e se ‘assemelha ao empregado em cardiolipina,:

Método III - A mistura preparada pelo método II foi precipitada com
acetona (igual volume); o precipitado é lavado em acetona e s&€co. Juntar
égua destilada e aquecer para melhor solugéos Isotonisar com NaCl.:

O antigeno HA-5 solivel em piridina e lecitinado pelos métodos I, II
e III apresentou respectivamente as seguintes turvaqoes, lidas em KLET.
com filtro azul: 259, 230 e 279..

Os ant{genos foram experimentados em s8ro de lepra, filtrados ou néo.:
A filtragéo foi sugerida para remover certos aglomerados insolidveis, Os
resul tados constam dos protocolos X, XI e XII e gréficos XVI, XVII e
XVIII.:

Os resultados mostram a superioridade do método II. A comparagéo en-
tre antigenos lecitinados pelo método II, antes e depois de filtrados,
indica que a filtragBo em papel faz baixar o poder antigénico, quer em
dosagens de s8ro quer em titulagens de antigeno (protocolo XII, gréfico

EFBITO DA QUANTIDADE 'DE LECITINA

Doses varidveis de lecitina foram juntadas ao antigeno solidvel em
piridina HA-5, pelo método II, Pare comparagido foi também empregado o
antigeno W.K.K. com 0,05% de lecitina, porém lecitinado pelo método I.

Os resultados obtidos constam do protocolo XII; o gréfico XVIII mos-
tra que as doses de 0,025 ¢ 0,050% de lecitina sd@o nitidamente supee-
riores h quantidade de 0,075%, segundo a reagéo, de maior inclinagdo da
linha de regressio laro-complemento. O antigeno de W.K.K.;deu titulo me-
nor ao s8ro.-

A comparagio entre os dois antigenos, HA-5 e W.K.K. lecitinados pelo
método II, indicou que o antfgeno HA-5 tinha maior capacidade de reagéo.:
Julgados pelo mesmo critério, os titulos foram 6000 e 3241 respectivamene
para os antigenos HA-5 e W.K.K.; (protocolo XIII, gréfico XIX).

Quantidades maiores que 0,05% de lecitina diminuiram a intensicdade da
reagdo. O protocolo XIV e gréfico XX mostram a titulagem de um s8ro de
lepra (N® 111) com um mesmo antigeno (HA-5) lecitinado pelo método II, a

0.05%. 0.10%  0.15%."



Os titulos encontrados foram respectivamente: 118, 75 e 49,

Com outro sdro a influéncia da quantidade de lecitina sdbre o titulo
néo foi tdo marcada, embora se pudesse verificar que a dose étima de le-
citina estava em redor de 0,05% (protocolo XV e gréfico XXI).:

O gréfico XXI traduz uma dosagem de antigeno, diversamente lecitina-
do. Observar o alto valor de a que depende da quantidade de ‘s8ro presen-
te, como vimos anteriormente ao tratarmos do ramo vertical das curvas de
isofixagdo em lepra.

COMPARAGAO DE ANTIGENOS

No protocolo XVI apresentamos reagdes feitas com 5 preparados antigé-
nicos. Observamos nitido efeito zonal com os antigenos aquosos; os an-
tigenos preparados por extragdo com édgua, &lcool e éter ou pelo método
de W.K.K. nao mostraram o efeito de zona. O antigeno de WITEBSKY néao 86
é menos anticomplementar como mais antigénico. ' O antigeno aquoso extrai-
do pela mistura dgua, élcool e éter (HMC-27) possui a mesma atividade
que o antigeno aquoso preparado por extragao.a quente do bacilo da tu-
berculoses: '

O método de extragao parece'ser responsédvel pelo comportamento
dos diversos antigenos, po1s foram todos preparados do mesmo lote de
bacilos.

O protocolo XVII mostra uma série paralela de reagdes. O antigeno W.;
K.K.: foi preparado segundo o método de WITEBSKY ET AL, porém a extragdo
dos bacilos foi feita com a mistura dlcool-éter-dgua, Fraca atividade
antigénica indica o método desaconselhdvel, pois pr¢vas anteriores (pro-
tocolo XVI) indicaram ser o antigeno W.K.K. preparados de bacilos do lo-
te TB 48189, bastante ativo. O antigeno aquoso HA-S5AA preparado por pre-
cipitagdo dcida em acetona, era ativo mas anticomplementar., Marcada di-
ferenga em comportamento foi observada tratando o antigeno aquoso 28
(OB), preparado por ebuligdo dos bacilos em édgua destilada, pela piridi-
na. A parte solivel em piridina possuia atividade antigénica compardvel
‘a0 antigeno W.K.K. porém a parte insolivel ndo sé era desprovida de agio
antigé€nica, como mostrava o efeito zonal da propriedade anticomple-
mentars : E:

Diferente proporgdo entre &dgua, adlcool e éter, néo afeta o comporta-
mento do antigeno (antigeno BWA, protocolo ‘XVIII); a mistura dos solven-
tes era ainda capaz de extrair os principios antig€nicos de bacilos pré-
viamente extraidos com égua fervente; sua atividade antig@nica era pra-
ticamente a mesma que a dos antigenos preparados de células simplesmente
tratadas pela acetona; no entanto sua atividade anticomplementar era me-
nor, nao apresentando o efeito zonal,:

Quando no entanto extraimos bacilos com dlcool-dgua-éter, as células
j& ndo sdo material rico de antigenos, mesmo quando se emprega ° método

de WITEBSKY (protocolo XVII).
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PROTOCOLO 'X.

Influéncia produzida pelo modo de se juntar lécitina
‘em antigenos ndo filtrados. (Grdfico XVI)

_ ml de antdgeno HA-6 x 1078
COMPLEMENTO] 20- | 16 | 12 | 100 | 8 | 6 | 4 [ 8 | 2 | 1
ANTTQENO ‘LECITINADO PELO METODO I
370U 35 40 40 40 40 45 45 86 20 B0
8 U .BO" 45 50 46 70 .66 80" e5 .80 100
90U .66 .66 80 eb 70 00 .96 100'| 100| 100
12 U .66 n6 .86 90 05 100| 100 | 100 ]| 100{| 100
2'U0 86 80 50 85 eo0 70 80" 80 85 85
80 6 1] 06 100 | 100 100 | 100°| 100 100| 100
ANTIGENO LECITINADO PELO MBTODO II
30 20 15 10 15 16 10 | 10 16 16 .66
6 U 10 10 10 10 10 10 15 20 80 100
90U 20 20 20 20 26 20 40 86 100| 100
12 U 26 20 26 26 26 80 90 100 | 100} 100
20 70 70 76 70 76 70 .80 76 | 856 76
38 U 76 | nwo 70 "5 85 80 90 o5 1001 100
ANTIGENO -LECITINADO PELO MRTODO III
38U 70 80 80" 1] 60" 60" 86 40 45 50"
86 U 86 70 75 80" "6 6 80 85 90 100
90U 100 | 856 90 85 o5 100 | 100 | 100| 100| 100
12 U 100 | 90 96 100 | 100'| 100 | 100 | 100 | 100| 100
2'U 6 .66 86 n0- | 7o 7o 80 | .85 5 80
38U 1] 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100-| 100| 100| 100
CONTROLES
DO COMPLEMENTO COM: DO SORO (111254) COM: DAS HEMACIAS
1y 2 v B3 U 110 2 U - .8 U SENSIBILIZADAS
16 no- 96 45 100 100° 0%
OBSERVAGAO:

As quantidades de sbro empregadas nas reagoes com'3, 6, 9 e 12
unidades de complemento, foram respeéctivamente de 0,0015~~ 0, 0030
0,0040 e 0,0055, correspondentes '&s dilui¢oes de 1:33,3 - 1:46,7
1:42,6 e 1:0. '
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'GRAFICO XVI.

Influéncia do modo de se juntar lecitina ao antigeno soludvel em
piridina, ndo filtrado, sébre a reagao de fixag¢do do complemento
‘com s8ro de lepra (Protocolo X).;j '

i2F
oF
<
("]
=

METODO AK
USADO  Tg = 2 s.A

' | | | I
15 380 40 66

ml x 10~% de séro n° 111254
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PROTOCOLO. XI.

iNFLUENCIA DO MODO DE SE JUNTAR LECITINA £ ANTIGENOS SOLUVEIS
EM PIRIDINA E EM BENZOL E FILTRADOS EM PAPEL (Grdfico XVII)

ant{GENO HA-P FILTRADO ml x 1078,
COMPLEMENTO ANTIQENO LECITINADO PELO METODO |

20 16 12 10 8 8 4 .8 2 1°
80U 80 80 80 "6 N6 n5 n0 "6 go | 8o
8 U 100 | 100 | 100| 100| 100| 100| 100| 100| 100{ 100
9 U 100 100 | 106 100} 100| 100| 100| 100 100 100
12U 100 100| 100| 100| 100! 100| 100| 100| 100| 100
2Uu 80 "6 80 85 90 90 85 90 90 90"

ANTIGENO LECITINADO PELO METODO ||

38U 25 25 30 25 26 80 40 | - 40 40 7o
6 U 80 86 40 40 55 60 80 86 100| 100
9 U 50 56 60 85 "6 100] 100| 100] 100| 100
12 U 60 .55 56 70 ns | 90 100| 100 100| 100
20U "5 nE "6 80 nE 65 n5 80 90 90

ANTIGENO LECITINADO PELO METODO |11

80 70 80 65 n5 "5 80 70 no N5 80
6 U 100 100| 100] 100| 100| 100| 100| 100} 100] 100
U 100 100 100l 100]| 100] 100} 100| 100{ 100] 100
12'0 100 100| 100| 100] 100]| 100| 100| 100 100| 100
20 90 90 86 80 95 90 90 95 100| 100

CONTROLES
DO COMPLEMENTO COM: D0 SORO COM: DAS HEMACIAS
10 2'U 8 U 117 21U B U SENSIBILIZADAS
15 go | 100 46 100 100 0%

OBSERVACAO: foram usadas as mesmas diluig&és do sbro 111254, do

protocolo ‘X,

‘As condigdes da experiéncia foram as mesmas que des-

‘critas no protocolo X.

Os resultados das titulagens (protocolos X e XI) sdo
apresentados no grdfico XVII.

A3




20

16

12

<
o °
x
8
3

'GRAFICO XVII.

‘Comparagdo entre antfgenos filtrados e ndo filtrados, .

lecitinados pelo método II, a 0,05%.; (Protocolos X e XI).

A K's A
Antfgeno T{ftulo do sBro = S
A soro
Filtrado o—— 2150
Nido filtrado —*—— 3200

I [ I

16 30 40 66

ml de sbro 111254 x 10~*%



‘PROTOCOLO. 'XII.

Efeito de diferentes doses de lecitina sbbre a reagdao de fixagdao do
complemento com séro de lepra ne® 111254 (Gréfico XVIII).:

=l DE ANTiGENO HA-5 x 108
COMPLEMENTO] 20 16 12 10 B .8 4 8 2" 1
‘Antfgeno lécitinado a 0,025% (método II)
87U 86 40 -85 86 85 -86 60" 45 50 80
60U -80 80- | 20 | &5 .66 60 80 80 '100'| 100
00U .60 .60 80 .66 60 70 96 96 100 | 100
12 U 46 .65 .66 80 70 70 100 | 100 | 100-] 100
2'U .60 80 .66 50 .60 46 N1 70 80 80
Antigeno lécitinado a 0,050% (sétodo II
8T .86 80 80 86 80 40 46 45 60 80
6 U .60 .60 80 .60 85 80 20 100 | 100 | 100
90 .60 | .60 70 70 75 80 | o5 100 | 100'| 100
12 © .50 66 60 80" 65 75 100 | 100 | 100 | 100
20U 86 80 856 86 86 40 50 .66 60 | 56
Antigeno lecitinado a 0,075% (método II)
80U 85 80 40 40 86 40 40 45 .65 80
6 U 66 80 70 70 86 | 80 1 100 | 100 | 100
9 U 76 43 75 86 86 90 95 100 | 100 | 100
12 U 75 70 80 75 86 90 100 | 100 | 100 | 100
20U 85 .80 80 40 .86 85 40 45 45 65
Antfgeno W.K.K. + 0,05% de lecitina (método II)
8 U 46 46 .60 | :60 .65 80 70 80 80 86
6 U 70 86 20 86 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
90U 90 100 | 100 | 100 | 100-| 100 | 100 | 100 | 100 | 100"
12 U Q0" 100 | 100 | 100 100-| 100 | 100 | 100 | 100'| 1©0
2 U 40 P 45 50 45 50 4B 60 .65 56
CONTROLES
DO _COMPLEMENTO _COM: 00 sOro_com: ' DAS HEMACIAS
17 20 30 10 27U 8 U SENSIBILIZADAS
16 60 100 46 100 100 0%

0. s6ro 111254 foi diluido a 1:33 ~ 1:16,7 -~ 1:12,5 ¢ 1:9 para as rea-
goes com'3,:6, 9 e 12 unidades de complemento, respectivamente.
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'GRAFICO 'XVIII.

Efeito da quantidade de lécitina em antigenos soliveis em piridina em
reagoes com séro de lepra (Protocolo XII)

12 |-

Antigeno Tf4ulo do sdro

lecitinado
ZC& K's A
METODO II Ts =

3 | 0,025% -e—a— 2825
0,050% —A—pg— 2176
0,075% HA—-vgp— 1826
!/ WeKe Ko H————it— 14756
7 _
7
/
/ } ] ] |
16 80 40 56

nl de séro 111254 x 104
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PROTOCOLO XIII

Comparagdo de dosagens de antfgenos lecitinados pelo método II.
{Crdfico 1. X) :

b OMPLEMENTO nl de antigeno x 107% (HA=B + 0,08” leoitina)
20 18 iz 10 8 8 4 8 2 1
8 U 0 0 o] o o 0 o] o} o 20
8N 0 0 0 ) 0 0 10 26 55 100
e 0 o 0 15 25 55 85 100 100 |} 100
12 © 15 20 85 75 100 | 100 100 100 } 100 |-100
20 85 60 55 45 50 50 80 65 65 55
3 U 100 { 100 | 100 100 | 100 { 100 100 | 100 { 100 |} 100
4
ANTIGENO W.X.K. + 0,05% DE LECITINA
80 0 0 o} 0 0 0 0 o) o) 25
60 0 0 0 0 0 16 85 56 86 100
0.0 i6 25 55 85 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100
12 U0 o 100 100 100 100 100 100 100 i00 100
20 35 35 45 40 40 40 45 45 1] 55
80 856 80 80 13 90 100 { 100 100 | 100 |} 100
A
CONTROLES
DO COMPLEMENTO COM: D0 SB5RO COM: DAS HEMACIAS
i s U 3 U PR 2 5 SENSIBILIZADAS
15 86 100 B5 100 0%

Antfgeno diluido em salina boratada. Reagdo feita em presenga
de 0,05 mnl de s8ro de lepra 111254 ndo diluido.

Incubagdo preliminar: 90 minutos a 37°C
Incubagdo de hemélise: 15 minutos a 37°C
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GRAFICO XIX
HOSAGEM DE ANTIGENOS LECITINADOS A 0,05% EM PRESENGA
DE. S6RO DE LEPRA (PROTOCOLO Xi:i)

e H-AB

“TITULO DEFINIDO COMO
|

Ty = A KS:A

/\ AnTiaeno

E-£6 = 6000
WK.K.= 8241

10 20

nl z 107 de ant{geno

i2

GRAFICO XXI
"(Protocolo XV)

ANTIGENO HA=5 'ritglo do
> Ll‘.OI'l‘INA_DO antigeno

T4 = AK'SIA

/\ anticeno
0,066 —&— W 11,000
0,10% Ay 9. 600
0,186 = 7. 400
i |
10 20

nl de antfgeno x 107



PROTOCOLO XIV

os tftulos de séro de lepra n® 111 (Grﬁfﬁbo.XX)

Efeito da lecitina sébre
ml DE ANTFGENO X 108 :
COMPLEMENTO | 20 i6 | i2 | 10 L 8 [ 6 | 2 | 3 ‘] R
HA-6 + 0,05% DE LECITINA
37U 35 85 36 80 20 85 85 55 EO 60
8 U 40 40 35 5O 5O 50 80 70 90 100
9 U 86 40 40 40 55 70 80 100 | 100 | 100
12 U 20 35 30 30 30 35 40 80 90 100
U 45 40 36 86 86 80 36 86 40 50
HA-5 + 0,10% DE LECITINA
30U 85 85 30 80 85 20 40 40 45 65
6 U 70 70 ng n5 80 RO oR 100 | 100 | 100
o U 80 75 90 90 95 95 95 100 | 100 | 100
i2 U 85 90 85 85 100 | 100 |1@0 | 100 | 100 | 100
2 U 30 35 40 40 35 35 85 40 30 .85
HA-5 + 0,15% DE LECITINA
8 U 50 85 85 30 36 35 36 45 50 50
. 81U 85 85 90 85 00 95 100 | 100 | 100 | 100
9 U 90 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |100 }|i00 | 100 | 100
12 U 100 | 100 | 100 | 10u | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
U 50 85 30 85 85 85 45 50 50 50
CONTROLES
DO_COMPLEMENTO COM: DO SORO COM: DAS HEMACIAS
19 2 U 38U 10 2 U 3 U SENSIBILIZADAS
10 75 100 40 100 100 0%

OBSERVAGAO: as quantidades-de séro n® 111 utilizadas nas reagoes
com trés, seis, nove e doze unidades de complemento

foram 0,0015,0,0030, 0,0040 e 0,0055 ml.;




PROTOCOLO XV

Influéncia da quantidade de lecitina na dosagem. do antigeno HA-5,:
em presenga de séro de lepra 1112,

1GENO X 104
16 | 12 | 10 8 8 ¢« | 8 ] 2 | 1 Jo,5
HA-B + 0,06% DE LECITINA
8 U 0 0 0 0 0 0 0 0 16 50
6 U 0 0 0 0 0 10 50 70 90 100
9 U 0 0 0 20 50 80 100 | 100 | 100 | 100
12 0 16 20 35 86 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
2 U 86 30 265 40 40 40 36 35 40 30
HA-5 + 0,10% de lecitina
su | o 0 0 0 0 0 0 0 0 30
6 U 0 0 0 0 ) 80 50 80 100 | 100
9 U 0 0 16 36 70 90 100 | 100 | 100 | 100
12 U 16 26 50 86 | 80 90 100 | 100 | 100 | 100
2 U 20 26 25 20 26 80 35 30 30 36
HA-6 + 0,16% de lecitina .
8 U 0 0 ) 0 0 0 0 0 0 10
6 U 0 0 5 15 26 40 55 7o 90 90
9 U 20 30 35 56 70 86 90 100 | 100 | 100
12 U 30 45 60 76 90 100 | 100 | 100 | 100 | 100
U 20 26 80 35 30 30 30 35 35 35
CONTROLES
DO COMPLEMENTO COM: 0o SO6RO COM: DAS HEMACIAS
10 2 U 38U 10U 2 U 8 U | SENSIBILIZADAS
10 75 100 40 100 100 0%

No grdfico XXI sdo projetadas as quantidades de antigeno necessdrias
para 50% de hemélise quando séro ndo diluido.estd presente com trés,
seis, nove e doze unidades de complemento.;




'GRAFICO. XX

Efeito da concentra¢do de lecitina no antigeno sébre o tftulo

do séro ‘(Protocolo XIV).;j

12 L
9 o
!
L
]
8 ks
‘8 -
l/
Y
.
/ /
/
/

|anTleEN®:  TiTULO DO SBRO
HA=H LE- -
ciTinaDo T =& "'s.A
% A ‘s8ro
0,05 v+——= 2825
0,10 ©—& 1625
0,16 ©—0- 1395

i6 ~80° 40 56

‘sdro n® 111

ml x 1074




PROTOCOLO XVI

Comparag¢do de antfgenos

ANTIGENOS
3 HMG_27 W.K- K. sen W.XK.K. + 28 QOB) 28 (OB)
DIL." lecitina lecitina total ggprociz.'
"NIDADES DE COMPLEMENTO
2 318 |l2128je6 |8 ja]le =218 16e6fz2)]81]8e
i o jo }jo 5 5 [o 55 5 0 |0 40 5 |20 |80 }e0
1,67 o ho |o ko les Jo ks ko o |o Ts o |ss |ss |25
5,8 i85 RO 0 ] (20 (¢} 86 §100 jo 265 §66 |10 j60 |i00j§0
10 16 g6 JOo |es 8o Jo (85 {100 }0 40 76 60 J100}0
16,7 16 |50 0 |45 80 |O 60 10010 46 85 |20 ]60 [100{O
50 40 |00 hoo |g0 |100 }70 Heo 100 |20 |75 (100 j100}65 J100]i00
100 75 {100 HOO |70 {100 j100 {80 [100§45 |75 |J100 j100|65 1001100
18" 70 00 OO |70 100100 |60 }ji00 85 |80 }J100 J100f70 [100f100
500 80 HOO joo |85 |100 100 [65" 1001?00 80 {100 j100 |70 1004100
CONTROLES
DO COMPLEMENTO COM: DO SORO COM: DAS HEMACIAS
10 20U 8 U iU 20U 84U SENSIBILIZADAS
16 80 100 &5 100 100 o%

Antigenos experimen tados:

HMC-27 = Extrag¢do com mistura dgua (10), dlcool (5) e éter (3); preci-
pitagdo pela acetona.;0 pp. € diluido em dgua e re-precipitado
pela acetona e NaCl. Essa precipitagdo € repetida vdrias véses.:
O antfigeno é entdo diluido em dgua e centrifugado a 5.000 rpm.:
por 1 hora.;Isotonisar.

28(0B) = ¥ o antfgeno aquoso, extrafdo por ebuligdo em dgua a (total)
100°C, de bacilos préviamente tratados pela acetona. K o extra-

i to total, como descrito em capftulo II.:
98(0B) = E o antfgeno 28(OB) reprecipitado e purificado como (repp) des-
crito em capftulo II.:

W.K.K. = E o antigeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN ¢ KUHN, preparado das

mesmas celulas (lote Tb 48189). .

OBSERVAGAO:

Os tubos com 2 e 3 unidades de complemento sdo os contréles do entf-
geno. O tubo reagdo é feito com 6 unidades de complemento.;
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PROTOCOLO XVII

Comparagdo de antfgenos em testes com 6 unidades de complemento

ra
ANTIGENOS
b IL W.K.K,~AP HA=H ~iA 28 (0B)-S 28 (0B)=1
UNIDADES DE COMPLEMENTO
1: 2 3 6 2 8 6 2 3 & 2 8 8
1 0 0 18 | © 10 {0 35 95| 0 85 100 | 100
1,87 .0 i 120 | O 10 } 0 35 | 860 85 | 100] 100
5,0 25 70 {80 | O i0}0 30| 860 75 | 100} 80
10 80 90 | 20 0 15 |0 35 98| 0 80 | 80 BE
i8,% 25 90 {15 | © 1510 35 100 80 60 | 100} 85
50 86 100]| 15 15 56 | 0 40 i00f 100 45 | 100 | 100
100 45 100] 90 25 100 20 50 100 100} 60 | 100} 100
ien 36 100] 100 28 100 20 50 100 100} 60 { 100| 100
500 80 100} 100 | 80 100 100
CONTROLES

DO COMPLEMENTO COM: Do sBrO 222 piL. A 1:5 EM DAS HEMSCIAS

- sORO NEGATIVO SENSIBILIZADAS
1 U 2 U 3 U 10 2 U
15 80 100 465 100 0%

Os tubos com 2 e 3 unidades contém complemento e antigeno e corres-
pondem ao contréle do poder anticomplementar do antigeno,

ANT{GENOS EXPERIMENTADOS:
W.K.K.+AP £ o antigeno W.K.K. preparado com material obtido apés a
extragdo dos baciles com a mistura dlcool-éter-dgua.

HA-5-4A Eo antigeno aquoso precipitado por acetona em meio dcido,
Bacilos extraidos com a mistura dlcool, éter, dgua.

28 (OB) E o extrato aquoso obtido por extragdo em dgua fervente,
q
Precipitado pela acetona ¢ o precipitadse tratado pela
piridina.; A parte solivel é 28(0OB)-S.;

28(0B)-1 E o antigeno como preparado anteriormente, porém é a parte
insoldvel em piridina.;

Todos os antigenos foram lectitinados a 0,05 pelo método Il.;



PROTOCOLO XVIII.

Comparag¢do de antigenos em testes com 6 unidades de complemento

ANTPGENOS
DIL: BWA=-28 - HAB=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 0 80 {0 0 0 0 0 10 |oO
1,87 20 80 |0 o) 80 |0 o] 0 0 0 i6 |0
5,0 20 76 |0 0 80 |0 25 80 |0 20 {85 | O
10 80 [ 80 O 0 20 |0 80 70 |0 20 |75 0
18,7 80 [ 85 [0 16 40 0O 30 95 |o 80 |90 | O
50 45 [ 90 | O 85 96 | O 70 100] 0 e85 {100 | O
100 50 100] 16 | 50 100| 75 | 66 10086 |40 |[100 | 85
187 &0 100 10085 1001 100} 80 100} 100} 45 100 | 100
500 70 100]| 100} ms 100{ 100] 80 100 100|680 |100 | 100
CONTROLES
D0 SBRO 322 pDil. A 1:H EM DAS HEMACIAS
DO COMPLEMENTO COM: SORO NEGATIVO SENSIBIL1ZADAS
1U 2 U 30U 10 2 U
10 86 100 55 100 0%

O antigeno foi diluido em solugdo salina boratada.
/
ANTIGENOS EXPERIMENTADOS

BWA-28 £ o extrato com dgua, dlcocl, éter de bacilos préviamenie ex-
traidos duas vézes com dgua fervente por uma hora.

‘HAF=WA 'F um extrato semelhante preparado de bacilos, antes da fervura
‘com dgua,

WKK=A £ o antfgeno de WITEBSKY, sem lecitina

WKK~P £ a parte solivel em piridina, mas reprecipitada vdrias vézes
pela acetona e cloreto de sédio.

O sbro de lepra n® 322 foi empregado na quantidade de 0,05 m! da dilui-
¢do a 1:5 em séro humano negativo.

Os tubos com 2 e 3 unidades de complemento correspondem ao contréle da
a¢do anticomplementar do antigeno.
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cAPfTULO XI.

FATORES DE conveasZ9 PARA O SISTEMA LEPRA. DEFINIGAO
DE h DA RELAGAO LOGISTICA DE VON KROGH: DEPENDENCIA
DA PERCENTAGEM DE COMPLEMENTO FIXADO.

Quando um novo sistema é padronizado pela técnica quantitativa de fi-
xagdo do complemento de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, é necessério ter
o conhecimento do comportamento de grande nimero de ‘soros com o antigeno
estudado, em relagéo ndo sé A capacidade fixadora mas tnnbén em relagdo
ao modo como a reagao se processa.’

Os protocolos apresentados e a nossa experiéncia acumulada sugerem
ser possivel o emprégo de uma dose dnica de antigeno (dose:de reativi-
‘dade paralela) para.reagdes com trés, seis, nove e doze unidades de com-
plemento,-

As curvas de isofixagdo sendo prdticamente assintotas ao eixo do an-s
tigeno, permite o uso de uma dose ndo critica de antigeno, mesmo - em
excesso., Essa quantidade de antigeno produzira reagdes méximas com
as doses de complemento empregadas, desde que s8ro seja diluido conveni-
entemente, " :

Se ‘entéo tomarmos antigeno e sd8ro nas quantidades capazes de dar uma
reagdo méxima e variarmos as quantidades de complemento presente inici-
almente na reagdo, as hemélises resultantes tragarédo uma curva a:gn61de
caracteristica, quando se projeta complemento contra hemélise.-

Essa curva sigméide de resposta poderd ser retificada em papel logito
de hemélise=-logaritmo de complemento:.a linha de regresséo assim tragada
pbderé ser estudada para a determinagédo dos seus par@metros.:

Se x é o nimero de unidades de complemento em um determinado tubo de
reagdo e y o grau de hemélise observada, a relagdo entre x e y é dada
pela relagdo de von KROGH (1916)::

log x = log K + he log (y/l-y)
onde h e K séo parametros.*

Quando a hemélise é de 50% (y = 0,5), x = K, isto é:' K representa o
nimero de unidades de complemento necessdrias para 50% de hemélise e to-
ma designagdes diferentes segundo as condigdes em que o teste é feito.:
Assim na dosagem de complemento em presenga de solugdo salina e sem in-
cubagio preliminar a quantidade de complemento necesséria para 50% de
hemélise € considerada uma unidade de complemento e designada por Ko,
segundo a nomenclatura proposta por THOMPSON ET AL.: (1949).:

O nimero de unidades de complemento necessérias para 50% de hemélxse
em presenga de antigeno e anticorpo e depois de incubag@o preliminar ¢é
designada por K'b A? K's A Ou K'S a conforme as proporgdes relativas
entre s8ro e antigeno.- '

A outra constante paramétrica da linha de regressdo é a sua inclina-
géo h que é determinada com o quociente:!

A log x

h =
A logito y

Num mesmo sistema, as linhas de regressdo tragadas para diferentes
quantidades de complexo antigeno-anticorpo, podem ser paralelas ou n@o.:
Se ‘séo paralelas, um dnico valor de h servird para o cédlculo da quan-
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tidade de complemento necesséria para 50% de hemélise, sendo conhecido o
nimero dé unidades de complemento inicialmente presente e a hemélise re-
sultante."

Em outros sistemas (sifilis e tuberculose) nao existe paralelismo en-
tre as linhas de regress&@o, sendo que as suas inclinagdes dependem da
quantidade de complemento-:

h = £(K!)

A determinagdo de K' poderd ser feita gridficamente se conhecermos
dois pontos::

(x1y1) é (x5y,)

obtidos ‘experimentalmente, quando ‘sujeitamos o mesmo complexo fixador &
duas quantidades de complemento, x; e xgs-

Os dois pontos estarao sdbre uma reta que cortard a abcissa 50% de
hemélise, determinando no eixo das ordenadas o loges'de K'.:

Para que a técnica de fixagdo do complemento possa ser praticada em
grande nimero de soros é necessdrio que a determinagdo de K' possa se
fazer por um tdnico ponto de hemélise parcial, fiacilmente obtido com pou-
cas . diluigdes de s8ro. Nessas condigOes é necessério se ter o conheci-
mento do valor de h rara o sistema em- teste. ' Esse valor de h seria a mée-
dia dos valores obtidos em uma série-de titulagens nas quais se mantie
nham constantes todas as condi¢des (volume, temperatura, concentragéo de
ant{geno, nimero de unidades de complemento) variando apenas o s8ro.-

Se a reagio for feita com x unidades de complemento, o conhecimento
de h nos permitiria resolver o seguinte problema::

Se com x unidades de complemento, a hemélise foi de y,: quantas unida-
des serdo necessdrias para 50% de hemdlise?

Conhecido o valor de h, para estipuladas condigdes e para um mesmo
sistema de fixag8o do complemento, é possivel a construgéo de tabelas
que nos ddo diretamente a quantidade de complemento necesséria para 50%
de hemélise.- : <

A determinagao désses -fatores de conversdo se faz sujeitando o mesmo
complexo antigeno-anticorpo 3 diferentes quantidades de complemento. O
complemento que sobra da fixagéo havida produzird certo grau de heméli-
se.'As hemélises obtidas descrevem uma linha sigméide de resposta, que
retificada por projec@o logito-logaritmo, nos permite o cédlculo do valor
de h, para o 'sistema em experiéncia.’

Os valores de h - variam de ‘sistema para sistema e no mesmo sistema,
segundo as condigdes da incubagédo preliminar, a quantidade de complemen-
to inicialmente presente e também do tempo durante o qual a hemélise se
processaqs'Dessa forma torna-se necessério levantar tabelas de fatores de
conversao para cada uma das quantidades de complemento utilizadas, a
partir de valores médios de h obtidos em uma série de dosagens feitas
exatamente nas mesmas condigdes, com scros diferentes.®

Esta é a parte mais trabalhosa da técnica de W.M.M. 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
necessério para se fazer uma reagao é pequeno, pois a adigdo de hemécias
sensibilizadas diretamente ao tubo de reag@o permite conhecer, pela he-
mélise resultante, qual a quantidade de complemento que seria necesséria
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para 50% de hemélise, calculando-se o titulo com o dado obtido.

Como a quantidade de complemento é sempre calculada por extrapolagao,
por meio da fungao logistica de von KROGH, o conhecimento de h para cada
um dos sistemas de fixagd@o do complemento (sifilis, tuberculose, lepra
etc.) assume import@ncia capital na determinagdo do tftulo do s8ro pela

técnica quantitativa de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER.

A técnica quentitativa de fixagdo do complemento proposta por MAYER,
OSLER, BIER e HEIDELBERGER (1948) exige a dosagem do complemento depois
da incubagdo preliminar, para a determinagdo da quantidade de complemen-
to livre. A quantidade de complemento empregada por &sses autores é em
excesso relativo & concentragdo do complexo antigeno-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
Unica tabela de fatores de conversdo, contribuiria para a simplificagio
e padronizagdo da técnica quantitativa de fixagdo do complemento,

A diferenga entre a técnica de W.M.M. e a de MAYER ET AL. é essenci-
almente a seguinte:: na técnica de W.M.M. a fixag8o do complemento vai de
48% 3 93,5% respectivamente com 3 e 12 unidades de complemento; na de
MAYER ET AL. a fixagao é de 50% do complemento inicialmente pre-
sente. Enquanto na técnica de ALBANY (técnica de W.M.M.) se exige aue
uma unidade de complemento seja deixada livre para hemélise de 50%, no
método de MAYER qualquer quantidade pode sobrar, pois a titulagem do
complemento evidenciard por diferenga, a quantidade de complemento
fixado."

No capitulo I, definimos h segundo as duas escolas de fixagao de com-
plemento., Para W.M.M. h se refere & inclinagao da linha de regressao lo-
garitmo de .complemento inicialmente presente contra logito de hemélise;
para MAYER ET AL., h toma o significado original dado por von KROGH
(1916), como a inclinagdo de uma linha de regress@o obtida projetando
volumes de mistura s8ro, antigeno e complemento, contra logitos de hemé-
lise,

Enquanto a primeira faz a dosagem do complemento em presenga de quan-
tidade constante de complexo fixador do complemento, a segunda faz a do-
sagem de complemento, diluindo uma mistura de complexo fixador com come-
plemento.

Quando quantidades varidveis de complemento reagem com um mesmo come
plexo antigenoeanticorpo, as hemélises produzidas pelo complemento deixg
do livre descrevem uma linha sigméide, que retificada nos deu os seguine-
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 hemécias sensibilizadas diretamente ao tubo reagao, fizer-
mos a dosagem do complemento residual (técnica de MAYER ET AL.), obtere-
mos diversas curvas hemoliticas 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 s8ro de lepra e antigeno HA-S5 lecitinado a
0,05%.

Verificamos que em cada tubo de rea¢ido contendo a mesma quantidade
de complexo antigeno-anticorpo, a fixagdo do complemento se processa de
acérdo com a quantidade de complemento inicialmente presente, Com maio-
res quantidades de complemento, a fixagdo é maior em nimero de unidades,
porém a proporgao entre complemento fixado e o presente é cada vez menor
(no quadro V, observar que foi de 93% para 76%, respectivamente quando
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8,8 e 12,2 unidades de complemento estavam inicialmente presentes),:

QUADRO V

Valores de h em fixagdo de complemento no sistema lepra,.
quando o mesmo complexo imune reage com diferentes quan-
tidades de complemento.;

U B o UNIDADES DE COMPLEMENTO
PRESENTES LIVRES FIXADAS FIXAgko % Hy
1 12,2 8,0 9,2 ne 0,24
2 11,4 2,8 9,1 80 0, 27
8 10,7 1,9 8,8 82 0, 28
4 10,0 1,8 8,7 87 0,29
5 9,8 0,94 8,4 90 0,387
8 8,8 0,61 8,2 92 0,40

O complemento residual poude ser dosado e as curvas hemoliticas mos-
traram inclinagdes bastante diferentes, de 0,24 a 0,40, Pela técnica de
MALTANER o valor de h foi de 0,08.: '

Os dados sugerem que para menor percentagem de fixagdo o valor de h
tende para o normal de 0,20, £ 0,02."

O complexo fixador alterarxa quali e quantitativamente o-complemento
presente e essa alteragdao é tanto maior quando mais complemento é iixa-
dos ' Quando héd excesso relativo de complemento, a alteragdo qualitativa,
embora presente, n@o seria suficiente para alterar o valor de hy, até
uma fixagao em redor de 50%. Quando hd maior fixagd@o, mesmo aplicando a
técnica de MAYER ET AL.; a alteragdo de hy é evidente.-

Quando se sujeita o mesmo complexo fixador 3 vdrias quantidades de
complemento e se mede a hemélise produzida pelo complemento residual,
diretamente acrescentando hemédcias sensibilizadas 3 mistura-reagdo, ape-
nas estamos fazendo a determinag@o de um ponto em uma curva hemolitica

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

QUADRO VI

Valores de h, e hy em presenga da mesma quantidade de complexo
. z ° .V ~
fixador e com diferentes concentragdes de complemento.;

TUBO |HEMOLISE % UNIDADES DE COMPLEMENTO
NQ PRESENTES| LIVRES FIXADAS Hy Hy
8 90 10,7 1,9 8,8 0,08 0,28
4 70 10,0 1,8 8,7 0,20
5 45 9,8 0,94 8,4 0,87
e 20 8,8 0,61 8,2 0, 40

A relag3do entre os dois valores de hy e hy pode melhor ser apreciada
(no frafxco XXII) ao estudarmos o Irotocolo XIX, descrito com todos os
detalhes, em vista da aparente complexidade do assunto.-
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A experiéncia destina-se a mostrar nos mesmos tubos, ao mesmo tempo,
o significado de h, e de hy, como definidos respectivamente por W.M.M. e
por MAYER ET AL.;

X

PROTOCOLO XIX
Em tubos de 15 x iSO.ln‘fbra- misturados::
Antigeno HA-5 1:10 . 1,0 =l
S6ro 8954 dil, a 1:25 ‘ 0,5 ml
Complemento (*) ‘ 1,0 ml
Solugéo salina 0,5 ml

(*) Foram montados 6 tubos, com as seguintes quantidades de complemento
em unidades por 0,1 ml; 12,2,.11,4,.10,7, 10,0, 9,3 e 8,8,

Foram mantidas. as mesmas proporgdes utilizadas na técnica de W.M.M. ;.
assim como o volume relativo de cada um dos ele-entos préviamente - testa~
dos ‘em prova preliminar.

O complexo antigeno-anticorpo formado nas proporgdes indicadas tinha-
‘sido . capaz de fixar 10 unidades quando 12 estavam presentes.' Depois da
incubagdo preliminar de 90 minutos a 37°C, em banho-maria, pipetamos di-
versos volumes até um méximo de 0,3 =l em tubos de 12x75 mm.Completado
o volume para 0,3 ml com salina, 0,2 ml de hemdcias sensibilizadas foram
juntadas. ' Depois de 15 minutos de hemélise, a 37°C;, os tubos receberam
1,0 =l de salina gelada e foram lidos em fot8metro, depo1s de centrxfugg
dos.

O quadro VII mostra os resultados obt;don-» :

O tubo contendo 0,3 ml da mistura correuponde exatamente 3dquele mon=-
tado para a determinagdo dos fatores de conversdao pela técnica de W.M.H.;
e ao mesmo tempo faz parte de uma curva hemolit;ca que mede o complemen-
to livre (técnica de MAYER ET AL.).;

A curva hemolitica dos fatores de conversdo é formada pelas hemélises
parciais obtidas com cada um dos tubos contendo 0,3 ml da mistura (cur-
va A do gréfico XXII).:Convém lembrar que &sses tubos se diferenciam
apenas pela quantidade de complemento inicialmente presente;‘ cada um dé-
les, por sua vez, faz parte de uma curva da qual €le é o tubo que contém
mais complemento livre, por ter o maior volume (0,3 ml), Cada uma des-
'sas curvas de dosagem de complemento residual esti representada no.gré-
fico XXII (curvas B, C, D, E, F e G)."

As curvas hemol{ticas de B a G (grafico XXTI) obtidas pela prOJegao
de logaritmos de volume ‘da mistura antfigeno, anticorpo e complémento,
contra. log1tos de hemélise, possuem inclinagdes (hv) de valores diferen--
tes, tanto maiores quanto maior é a percentagem de fixagdo de complemen-
to. 'Quando as condigoes da reagéo permitem sobrar complemento suficiente
para toda a curva hemol{itica, a determinagio da quantzdade de complemen-
to livre pode ser feita diretamente (curvas B, C, D e F); outras vézes
necessita ser calculada por extrapolagdo gréfica (curvas Fe G _

Como acabamos de ver, n#o se pode comparar h, com hy pois séo par8-
metros de curvas tragadas em diferentes cond:qoes. hx tem. coma numerador
A\ log de complemento inicialmente presente; hv tem como numeradorAlog
do volume da mistura da reagédo que contém ainda complemento livre,: Ambos
os quocientes tém o mesmo denominador que é A log1to de hemédlise,: '

Em determinadas condigdes h, = hy. Nesse caso o observador tem que
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dar condigboes para que a fixagao do complemento néo vd além de 50 a 60%.
Dizer que a técnica de MAYER, OSLER, BIER e HEIDELBERGER (1948) se
utx]xza de uma grande quantidade de complemento é n@o dar &nfase ao seu
carater de exigir uma fixagao de complemento em proporgao que nao altere
a constante h_, do complemento,: ‘E realmente &sse ponto que BIER, SIQUEIRA
e FURLANETTO 11955) definem quando dizem"além disso, condigées foram es-
tabelecidas para a manutengdo de um valor constante para o expoente 1/n
na equagcdo de von KROGH, assim permitindo o uso de uma tinica tabela de
fatores de conversdo para o cdlculo da atividade hemolftica de C'."

Jé na técnica de W.M.M. outras condigbes sdo estabelecidas para dei-
xar sempre livre uma unidade de complemento; como a técnica . de W.M.M.
emprega maiores quantidades de complemento que.a técnica de MAYER ET AL.
a fixagdo tem que ser levada a efeito em graus variados, de :acdrdo com o
nimero de unidades de complemento inicialmente presentes; assim quando a
reagdo é feita com 12 unidades de complemento, a fixagdo tem de ser le-
vada a efeito até consumir 1ll, ou seja cérca de 92%.'0s valores de h,
séo portanto alterados e os fatores de conversdo pela técnica de W.M.M.
sdo construidos para diferentes concentragdes de complemento e para os
diversos sistemas estudadose’

FATORES DE CONVERSAO PARA LEPRA

‘Utilizando a técnica descrita por W.M.M.; (1938) e calculando os dados
obtidos pelo método de THOMPSON e MALTANER, 1940, determinamos os fato-
res de conversdo para o sistema lepras’

A tabela II nos dé diretamente o valor de K's A quando se conhecgm o
nimero de unidades de complemento inicialmente presente e a hemélise re-
sul tante, "

O grédfico XXII ilustra um nomograma construide segundo THOMPSON e
MALTANER (1940).,

Quando fazemos a decermlnagao de h, para obtermos valores médios a
serem utilizados no cdmputo dos fatores de conversdo é de grande utili-
dade -empregar uma série de diluigdes de complemento, formando uma série
geométrica de concentragoes..Na técnica de W.¥.M.; 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 complemento contido no tubo anterior.-

O célculo de .h, pode ser feito por método gr6f1co, mas é preferivel
empregar o método dos quadrados minimos.-

fsse método pode ser aplicado com o minimo de computagdes e célculo,
empregando a tabela construida para:a determinagéo de h, quando a pro-
gressdo 0,9 de complemento é usada.:

Para o cdlculo néo precisamos mais que observagdes seriadas.'A posi-
gao do tubo na série geométrica nos informa s8bre a concentragiao do com-
plemento, mas para efeito da determinagdo de h,, sua posigdo n#o tem in-
fluéncia pois as diferengas entre os logaritmos das concentragoes sdo

" iguais.’

OBSERVACIOJ«a técnica original empregada por WADSWORTH, -MALTANER E MAL-
TANER para o preparo de solugdes de complemento, foi substituida por
outra que faz as solugdes & partir do complemento ndo diluido. Bsse
pétodo tem a vantagem intrinseca’ de ndo propagar geomdtricamente er-
ros de pipetagem proveniente de tubos anteriores.;No exemplo do qua-
dro VII, as solugdes de complemento empregadas foram preparadas man-
tendo~se porém a progressdo geométrica de razdo 0,9.

Exemplo:
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QUADRO VIII

, DETERMINAGAO DE Hy, EMPREGANDO A TABELA |
NUMERO DO TUBO
DE COMPLEMENTO HEMOLISE % x'y! y!
Y (trABELA 1)
1 65 545 545
2 55 962 481
3 25 846 282
4 15 740 + 185 +
N = 4 enTA0o a = -80,8 b=2,5 3093 1493

Aplicando a férmula::

. a
Yixy - D v
h = el = 0,126

3093 - 2,5(1493)




QUADRO VIL

YOLUMES Da- MIge ______n;g?glgggg_ggs TUBOS CONTE DO:';gggg;ggnno:
TURA AFTLOENO, 12,2 11,4 10,7 10,0 9,8 8,8
ANTICORPO E COM CURVAS N.8
PLEMENTO B G D E F G
0,07 ' 22-238
0,08 82-81
0,09 42-45
0,10 51~62 27-27 15-18
0,11 62-62 88-36
0,12 n0=72 45-45 27-24
0,18 n-n8 B2-49
0,14 88-86 57-58 86-87
0,16 87-87 86-64
0,16 70~70 47-47 28-28
0,18 78-80 80-80 82-80
0,20 86-86 69-67 40-40 24~-21 8-8
0,22 n8-74 46-48 2n-27 | 11-12
0,24 80-80 57-66 80-82 | 18-156
0,26 88-84 61 87 14
0,28 87-8"7 86-65 40 20
0,380 1 L 88-00 1 no-72 | 44-a6 | 22-21
| - A _J
OBSERVAGAO: «

A curva A é obtida pela projegdao dos logitos de hemélise observada
‘nos tubos contendo 0,3 ml da mistura, contra os logaritmos do complemen-
to inicialmente presente (ver grdfico XXII).:
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TABELA I

Cdlculo de X'Y’ e Y’ quando x varia em série geométrica q = 0,8

X' (N2 DO TUBO EM SEQUENCIA NATURAL)
1 3 3 4 | 5 | 6 | » ] 8 | o J10
y% Y’ X1yt
10 114 114 228 842 465 670 884 708 912 1028 | 1140
156 185 1856 370 .666 740 925 1110 | 1205 | 1480 | 1886 | 18860
20 288 2388 476 714 952 1190 | 1428 | 1666 | 1904 | 2142 ] 2880
25 282 282 584 848 i128 | 1410 | 1692 | 1974 | 22568 | 2688 | 2820
80" 821 821 842 068 1284 | 18606 ) 1926 | 2247 | 2668 | 2889 | 8210
8b 866 8656 710 1086 1420 | 1775 | 2180 | 2485 | 2840 | 8196 | 8560
40 888 388 e 1164 | 1562 | 1940 | 2828 | 2716 | 8104 | 8492 | 8880
46 419 419 838 1267 | 1676 | 2095} 2614 | 2088 | 8852 | 8771 | 4100
.60 450 450 200 1860 | 1800 | 2250 | 2700 | 8150 | 8600 | 4060 | 4500
66 481 481 062 1443 | 1924 | 24065 | 28868 | 388687 | 8848 | 4820 | 4810
80 512 512 1024 | 1688 | 2048 | 2660 | 3072 | 3684 | 40968 | 4608 | 5120
(15 545 6545 1090 | 1886 | 2180 | 2725 | 8270 | 8815 | 4880 | 49065 | 5460
70 579 679 1168 | 1787 | 23816 | 2895 | 3474 | 4068 | 48682 | 6211 | 5790
n6 818 618 12368 | 18654 | 2472 | 8090 | 8708 | 4826 | 4944 | 6662 | 6180
80 662 662 1824 | 1986 | 2648 | 8810 | 8972 | 4834 | 6206 | 6058 | 8620
86 716 716 1430 2145| 2860 | 8575 | 4200 | -65005 |:6720 | 6486 | 7160
20 788 786 1572 | 2368 | 8144 | 8980 | 47168 | 5602 | 6288 | 7074 | 7880
X' é o nimero do tubo menos uma conse N a b
tante arbitraria de modo que os vg
lores de X' sio simplesmente nime- 3 ~82,2 2,0
ros de uma seqliéncia natural.: 4 -80, 6 2,6
. ) ’ 5 -161,0 8,0
Y' = 861,90561677(1,27876868+1og (y./1~y)) 8 -281,75 3,5
] o8 o 1 'V2/N. o 7 -460,8 4,0
a=3_X (Y- X')?/N.=18,10 o =i Py
b=%X"/N ) -966,0 5,0
10 -13828, 856 6,6
N = nimero de observagdes (tubos)
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TABELA II

Unidades de complemento (K's,A) necessdrias para 50% de hemélise,
indicadas pelo graa de hemélise obtido quando se empregam as seguip
tes quantidades de complemento::

COYTROLE DO SORO REAGXO COM SORO E ANTIGENO
HEMOLISE % 1 2 8 6 9 12
10 1,42 2,86 8,06 8,9 19,0 29,0
16 1,82 2,62 8,70 7,9 18,9 21,0
20 1,26 2,42 8,61 7,4 12,1 18,0
26 1,21 2,84 3, 40 7,0 11,2 16,6
80 1,16 2,24 3, 80 6,7 10,6 14,8
85 1,10 2,20 8,20 6,5 10,0 18,8
40 1,07 2,14 3,14 6,8 9,8 18,0
45 1,04 2,08 8,08 8,2 9,4 12,5
50 1,00 2,00 8,00 6,0 9,0 12,0
56 0,98 1,04 2,04 5,8 8,7 11,7
80 0,02 1,88 2,88 5,7 8,4 11,8
65 0,88 1,88 2,80 5,5 8,2 10,9
7o 0,84 1,76 2,72 5,4 7,9 10,8
"5 0,79 1,70 2,64 5,2 7,86 10, 8
80 0,78 1,68 2,56 5,1 7,8 9,0
85 0,68 1,58 2,42 4,9 7,0 9,8
20 0,87 1,42 2,26 4,7 6,6 9,0

OBSERVAGAO:

Os valores de h, médios para 1 2,3, 6,-9 e 12 untdade: de comple-

mento sdo respectivamente 0,176~ 0,130-0,126-0,124-0,146 e 0,180.403 dois
primeiros foram determinados como contrdles do antigeno.:



cAapPfruLo XII

I
ESTUDO COMPARATIVO OF ANTIGENDS, METODO DE ANALISE
SEQUENCIAL  PERA O SU!STEMA  LEPRA.

O antigeno depois de preparado deve ser aferido com outro tomado co-
mo padrao. A reproducio do antigeno é uma exigéncia para que resultados
de reagdes de fixagao de complemento possam ser reproduzidos e compara-
dos. :

0 antigeno soldéve! em piridina ¢ em benzol possue, como vimos au-
terlormente, certas saracteristicas gque permitem tomd-lo como um antige-
no padrdao.

Para melhor estendardizacdc do sistema, seria de toda a conveniéncia
conservar soros de pacientes culdadosamente estudados. {)s soros poderiam
ser mantidos, Jiofilisados, distribuides em pequenos volumes,:

Outros antigenos seriam comparados com o antigeno-padrao; devem mos-
trar 1gual comportamento com os soros testados, sendo permitida no en=-
tanto pequena discrepincia, nidc maior que 16%., O problema consiste em
fazer essa compara¢do com o0 menor numero de reagoes e enfrentando peque-
no e¢ conhecido risco de aprevasr ou rejeitar um antigeno, in‘ustamentee

THOMPSON (1948} e MALTANER ¢ THOMPSON {(1948) desenvolveram métodos
para serem aplicados uo exame sorolégico de antigenos & base de cardio-
lipinas O método, no entanioc, pode ser aplicado com igual beneficio a
cutros bio-ensaios, desde gue sejam estipuladas-as condi¢bes necessédrias
para a rejeicao ou a aprovagac de um antigeno e sejam construidas as tae
belas apropriadas para o cdmputo dos dados colhidos. Neste capitulo a-
presentamos o método gue estamos usando na comparagao de antigenos pree=
parados de bacilo da tuberculose,

O método de andlise se basela no processo chamado de inferéncia esta-
t{atica, no qual ndo existe necessidade de planejamento inicial quanto
ao numero de observacoes a serem feitas; o métode também n&@o exige o co-
nhecimento da forma de distribuicdo da freqlléncia dos acontecimentos e
dai ser chamado de método ndo paramétrico ou de distribuigdo livre
{ THOMPSON, 1949). : -

A decisdo a ser tomada pelc observador depende em cada fase, dos re-
sultados acumulados de observacdes préviamente feitas; entio decidird se
necessita de mais dados ou se, com os que possui, poderd tomar uma de-
#1580, aceitando ou rejeitando um determinado antigenos, Sua decisdoc en-
volve sempre um certo risco gue entio foi tomade em consideragdo pels
matematico na construgédo das tabelas de anédlise seqgliéncial e que indicam
o numero de observagdes necessarias,

Umn dos wiriics do mérodo de andlise seqlifncial aplicado para comproe
var uma certa condigao é exigir de um ndmeroc substancialmente menor
de observagdes que o necessério para a mesma decisdo com métodos baseas
dog em um ndmero pré-dererminado de observagdes,

DEFINICOES E CONCEITOS

Denomina-se observacdo um par de resulrados de reagdoes. Uma veacdo é
feira com o antigeno padrdc, a outra com o antigeno em prova. Todas as
condigdes s@o mantidas consrantese O resultado pade ser dado em termos
de hemdlise parcial, em titulos ou em greus de reatividade., Uma determi-
nazda observacdo deve ser inequivocamente classificada em:

Observagdc defeitnora, gquando a dis-repincia entre os resultzdos €

L]



maior que 0,16, ( A G =0,070),

Observacdo ndo defeituosa quando a discrepfncia entre os resul tados

é menor que 0,16 ( A G << 0,070).

Observagdo inadmissfvel quando uma decisdo ndo pode ser feita ou por
atipia da reagao ou por evidente €rro técnicos’

= (L S =
FREQUENCIA DE OBSERVAGOES NAO DEFEITUOSAS

Sendo n o nimero de observagdes (total), a defeituosas e b nao defei-
“tuosas (n=a+b), a freqllé€ncia de b é b/n. Podemos considerar que o total
de n observagdes feitas sejam-parte de um universo U de observagdes e
entdo definimos a relativa freqliéncia das observagdes nao defeituosas de
U por ¢ que é na realidade um limite de b/n, quando n tende para o infi-
nitos”

Um valor determinado para ¢ é porém desconhecido; se fdsse conhecido,
bastaria se ter um valor p estipulado e sdmente aprovariamos um antigeno
se ¢ fdsse maior que p; em caso contrario o antigeno seria rejeitado.

Esse critério, no entanto, ndo pode ser usado porque o verdadeiro va-
lor de § é desconhecido. MALTANER e THOMPSON (1948), estipularam porém
dois valores p' = p" e aceitam o antigeno quando ndo hd mais que 2% de
risco que § seja menor que p~ e o rejeitam se o risco nao é maior que 2%
de se ter ¢ maior que p".- ' -

A tabela 'I¥indica os valores de p’ = 0,75 e p" = 0,85; assim acei-
tamos um antigeno quando ndo hd mais de 2% de risco de que g seja menor
que 75% e o rejeitamos se n&#o héd mais que 2% de risco de achar-se ¢
maior que 85%. Se com o nimero de observagdes feitas n@o pudermos deci-
dir, continuaremos a acumular mais observagdes,

A tabela IV nos déd a primeira oportunidade de alcangar uma decisao; a
rejeigao do antigeno é final, mas a aprovag@o depende do nimero de ob-
servagdes a serem feitas e depende dos valores estipulados para p’ e p".-
Para p’ e p" respectivamente iguais a 0,75 e 0,85, o nimero de observa-
goes.deve ser no maximo de 267 (grdfico XXIV); quando p’ e p" sdo iguais
a 0,975 e 0,995 respectivamente, o nimero midximo de observagdes a serem
feitas é de 536 (grdfico XXV).:

Os ~graficos XXIV e XXV nos mostram qual é o limite de n; “é entdo sem-
pre possivel estipular o limite de observagdes a serem feitas pois as
duas linhas que separam as zonas de rejeigao,.aceitagao e indecisao,
tendem a se aproximar uma da outra quando n cresce, 0 limite dessa apro-
ximagdo € igual a um, porque é €sse o valor minimo possivel entre n’ e
n", (Tabelas III e IV).

Para que um antigeno possa ser aprovado, na comparagao com um.antige=
no padrao, o nimero de observagoes deve ser suficiente para permitir que
a freqlléncia ¢ seja na realidade um dado significativo no antigeno em
prova. ' Quando os dados caem na zona de indecisdo, continuamos a acumular
observagdoes até se obter uma decisao, sempre considerando.que a rejeigao
é final, mas a aceitacgao condicionada por um nimero minimo de observa-
goess

TESTE PARA REAGCOES NAO ESPECIFICAS

Cada sdro é testado com dois antigenos:'um chamado Ar ou antigeno de
referéncia ou padrdo e outro At ou antigeno em prova. A reagdo é feita
em presenga de 6 unidades de complemento e com a dose de antigeno achada
de mdxima reatividade para o antigeno Ar. Os elementos da reagdo sao pi=-.
petados nas quantidades e na mesma ordem como citados na tabela V.

i}



As reagdes com rr=nos de 100% de hemélise sdo lidas com fotBmetro, co-
m¢ indicado no capitulo III. Os tubos com mais de 90% com antigeno Ar
indicam soros ndo reagentes; pares de testes feitos ~omo acima indicado
~m paralelo com os antigenos Ar e At e que dao mais de 90% de hemdlise
~om Ar sado considerados observagoes admiss{ve: s, Uma olservacio é consi=’
derada defeituosa se o grau de hemédlise obtida com o antigeno At é igual
ou menor que B80%: de outro modo é classificada como observagdo ndo de-
1T TUOSA.

Consideremos n o nimero de observagdes admissiveis das quais a é o
pimero das observagbes defeltuosass A primeira decisdo possivel é feita
4> scfrdo com a tabela III; apés n observagdbes com a defeituosas, acei=
Lumos o antigeno At se n ndo é menor que n’,
nao é maior que n"” ; se nao pudermes decidir, continuaremos nossas ob-
~ervucoes, até que os dados acumulados permitam uma decis@c em um ou ou-
tro sentido.

e o rejeitamos de vez, se n

O propdsito d€sse teste & evitar ant{gencs com excessiva reatividade
230 especifica. Para nos guardar conira a influéncia de efeitos de cor—
*viag%0, pelo uso dos mesmos reagentes, € recomendado que se fagam gru-
pos de rea¢Bes, em dias diferentes. A experiéncia acumulada nos estudos
4n cardiolipina mostra que com &sse teste poucos antigenos evidenciam

aiguer observagfo defeituosa nos primeiros 155 pares de observag¢les.
1 *

Nnssa experiéncia com sdro de lepra e antigenos preparados de bacilos
da tuberculose mostra, no entanto, que muitos antigenos falham ao serem
.ubmetridos a €sse teste., Assim consideramos necessdri@ sua aplicagao
rots temos tido ocasido de verificar que antigenos feitos pelo mesmo mé-
odeo, podem mostrar reatividade diversa, segundo a amostra do bacilo
~ulrivado ou as condigdes em que a cultura é feita,

Nésse teste, os soros humanos devem ser cuidadosamente selecionados,
#4:da a grande preval@ncia de tuberculose-infecgdao na populagdo. Nosso

ontr8le foi constituido de 65] soros de criangas entre 2 e 5 anos de

rdade, tuberculino negativas e colhidos para o contrdle da vacinagio
mtiepoliomielite de SALK. Nesse grupe obtivemes 22% de soros reagentes,
das quais 0,6% com titulos entre 6 e 10, O significado dos titulos
crncres que 6 ndo poude ser afpurado, mas sugere reatividade n3o especi-
‘123 entre alguns soros humanos normais e antigeno preparado de bacile
.1 tuberculose, guando tr€s unidades de complemento sido empregadas. Os
d-dos apresentados evidenciam a necessidade de se empregar 6 unidades de
~mplemento no teste de reatividade nado especifica (tabela V).

S~ros de leprosos, em forma lepromatosa, foram diluidos em sdro huma-
no nao reagente, de acdrdo com a tabela VI, Em tubos de 12x75mm, 0,05 ml
de cada diluig8o foram distribuides e a reagido feita com 6 unidades de
-nmplemento e 0,1 ml da solucdo de antigeno (de ac8rdo com a dose indi-

ti1 pela curva de isofixagao)}; o volume é completado para 0,3 ml com
calana boratada.

As reagoes sao feitas em paralelo, usando ‘lhis antigenos, como ante-
‘1ormente, Ar e At, Depois de 90 minutos de incubagao a 37°C, foram jun-
cados 0,2 ml de hemdcias sensibilizadas; os rubos sdo incubados a 37°C
noer 15 minutos; 1,0 ml de salina gelada é juntado a cada tubo mostrando
sem¢lice parciale A leitura é feita no sobrenadante dos tubos centri-
sagados por 5 minutos,

0:s resultados das reagoes sio dados em t&€rmos de G ou grau dé reagéo,
de un~8rdo com a tabela VII, onde <3s rabuladas as diluigdes do sbro e as
hemélises parclais.
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‘G para dado s8ro é o valor méximo achado, desde que ndo difira de ou-
tro valor de 'G mais que 0,110, Se uma determinada reagdo nao nos dé ne-
nhum valor de G (como no caso de 100% de hemélise em todos os tubos, ou
de hemélise igual a zero em todos os tubos, ou zero num tubo e no préxi=
mo 100%) é entido . classificada como 1nadm1ss1ve]. O quadro IX nos dé um
exemplo do cédlculo de G.;

Assim cada s8ro nos fornecerd dois valores de G um obtido com anti-
geno Ar e entdo serd Gr e outro com antigeno At e entdo é chamado de Gt.:
Os dois valores de G formam um par .de resultados ou uma observagdo ad-
miss{vel, Uma observagiao admissivel é considerada defeituosa se

¢t - Gr| 0,070

caso contrdrio é considerada ndo defeituosa.;

0 uso de G foi proposto por ALMEIDA ET AL.:; (1955) como equivalente ao
uso de T, definido como:

T=D (K s,A " 1)
A relacgdo entre T e G no sistema lepra é
log T =G + 0,568

Sendo R a discrepidncia observada, 0,070 é o logaritmo do quociente
entre os dois titulos Tt e Tr ou entre Gt ou Gr, .
A relagao entre G e R pode ser expressa aproxlmadamente por:

R = 2,303 (Gt - Gr)

A substituigdo de T por 'G; como proposta, tem a vantagem de simplifi-
car a avaliacdo das discrep@ncias entre as reatividades encontradas e
dependentes de dois antigenos em prova,-

O propésito désse teste é verificar comparativamente diferentes anti-
genos, pois é indesejdvel ter maior ou menor sensibilidade quanto 3 rea-
tividade especifica no antigeno em teste At.: :

A tabela IV nos dé4 a primeira oportunidade de poder tomar uma decisdo, .
quando conhecemos o numero de observagdes defeituosas @ no total“de n
observagoes admissiveis; aceitamos o antigeno, quanto & reatividade es-
pecifica comparativa se n nao é menor que n'a; rejeitamos o antigeno de
uma vez, se n ndo é mdior que n” ; caso contrdrio continuamos a fazer
novas observagoes, até ser-possivel tomar uma decis@o.’

Para evitar correlagdes pelo uso dos mesmos elementos na reagao, fa-
zemos cada dia um pequeno nimero de reagoes, geralmente de 6 a 8; para
que o antigeno seja aprovado n terd que ser igual ou maior que 20 e para
rejeitd-lo a deverd ser igual ou maior que 8.°

Um exemplo da aplicagdo do teste de comparagdo de reat1V1dade especi-
fica é dado no gquadro X.:

0O quadro XI nos mostra o comportamento de diversas partidas em testes
de andlise seqliéncial, para antigenos soldveis em benzol e piridina.

necessario notar a grande diferenga existente no método por nés
proposto para a comparagao de antigenos preparados de bacilos da tuber-
culose, quando usamos uma dose de antigeno suficiente para se obter uma
reacao paralela em vez de uma diluigao considerada étima para o ,antigeno

padraos
A0



TABELA 7L

pecis8es :lO TESTE SEQUENCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA PARA REATIVIDADE
NAO ESPEClF{lCA,_ INDICANDO A PRIMEIRA OPORTUNIDADE PARA ACEITAR OU REJEI=-
TAR UM ANTIGENO.

NUMERO DE OBSERVA=- ACEITAR SE O NUMERO REPROVAR SE O NUMERO
¢0ES DEFEITUOSAS. DE OBSERVAQOES, n,E DE OBSERVAGJES, n, E
1GUAL OU MA1OR QUE: IGUAL OU MENOR QUE:

(a) (n’g) (n",)

-0 156 i

1 281 4

2 209 48

3 382 114

4 421 204

5 479 307

6 586 419

7 —— : 538

O risco de uma decisdo errada, em um e outro sentido, é de 2% e a

percentagem de concorddncia estd entre 97,5% e 99, 5%.;

" (De "Cardiolipin antigens" WHO,i95.i).'



TABELA v

DECISBES NO TESTE SEQUgNCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA NA PROVA DE REATI=

VIDADE COMPARATIVA PARA ESPECIFICIQADE,_|NDICANDO A PRIMEIRA OPORTUNIDA=
DE PARA ACEITAR OU REPROVAR UM ANTIGENO.

q a n"a n"a i n"a n"a » n‘)a n"a
) 14 - 18 111 n2 86 195 170
1. 21 - 19 115 7y 8" 200 i7e
2 28 - 20 120 88 88 204 181
3 84 4 21 125 88 39 209 187
4 89 n 22 180 98 40 218 198
5 45 11 28 184 99 41 218 198
e 50 16 24 189 104 42 222 204
n 58 19 25 144 109 43 286 210
8 81 24 26 149 116 44 281 216
9 68 28 .27 168 120 45 286 221

10 n1 83 28 158 128 48 240 227
11 ne 8" 2w 188 181 47 245 288
19 81 42 80 187 187 48 249 288~
13 86 47 81 172 142 49 254 244
12 91 62 32 177 148 50 268 . 250
15 96 57 88 181 168 51 - 288 258
18 101 62 84 188 159 52 287 261
17 108 87 85 190 184 58 -_— 287

Depois de n observagdes, anotamos o nimero de defeituosas . a e decidimos:
aceitar o antigeno na proya de reatividade comparativa se n ndo é menor
que m’, e o rejeitamos inteiramente se m nado.¢€ maior que n" .

Se uma decisdo ndo puder ser feita, continuemos a acumular observa-
¢oes. ;0. risco de uma decisdo . errada € de 2% em um. ou outro sentido e a.

concorddncia das observagdes estd num 1nterualo entre 75% e 85%.;

‘(De "Cardiolipin antigens” W,H.0. 1951).:

TABELA 14

TESTE COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO

$6RO HUMANO INATIVADO 0,06 0,05
_ANTIGENO Ar (DiLUIDO) 0,10 —
ANTiGENO At (DILUIDO) o 0,10
cOMPLEMENTO (6 UNIDADES) 0,10 0,10
SOLUGAO SALINA 0,06 0,05

90 MINUTOS .A 87°C.  JUNTAR ENTKO:
HENKCIAS SENSIBILIZADAS 0,20 0,20

16 MINUTOS A B87°C. LER HEMGLISE %
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TABELA

Diluigées do séro reagente

VI

FATOR DE DiLUIGAO

SORO REAGENTE

SORO NEGATIVO

1,0 — -
1,8 0,20 0,086
1,8 0,15 0,12
2,4 0,10 0,14
8,2 0,10 0,22
4,2 0,05 0,18
5,8 0,06 0,28
”,5 0,04 0,26
10,0 0,04 0,38
18,0 0,04 0,48
18,0 0,04 0,68
24,0 0,04 0,92
QUADRO IX
Exemplo da avaliagao de 'G
TUBO N9 piLUigRo HEMOLISE % ‘G (TABELA VII)
2 5% ———
8 30% 0, 448
4 2,4 80% 0,425
5 100% —

Para o cdlculo tomar o valor mdximo de G que é 0,443. O outro
de G, 0,425, difere de 0,443 de menos de 0,110. Assim aceitamos 0, 443
como G, dentro das especifica¢does de toler@ncia de discrepéncia,

valor



TABELA VIL

- GRAUS DE REATIVIDADE COM SEIS UNIDADES DE COMPLEMENTO

D(FATOR DE DILUIGKO DO SORO)

y% 1,0 1,3 1,8 2,4 3,2 4,2 56 | 7.5

10 0,88 | 0,444 | 0,585 | 0,710 | 0,885 | 0,958 | 1,078 | 1,215
16 0,271 | 0,885 | 0,528 | 0,651 | 0,776 | 0,804 | 1,020 | 1,156
20 0,288 | 0,852 | 0,408 | 0,618 | 0,748 | 0,861 |0,086 | 1,118
265 0,210 | 0,824 | 0,465 | 0,500 | 0,715 | 0,888 )0,968 | 1,085
8o | o,188 | 0,802 | 0,448 | 0,568 | 0,608 | 0,811 | 0,086 | 1,068
35 0,172 | 0,286 | 0,427 | 0,652 | 0,6m7 | 0,795 | 0,920 | 1,047
40 0,156 | 0,270 | 0,411 | 0,636 | 0,881 | 0,79 | 0,004 | 1,081
45 0,148 | 0,262 | 0,408 | 0,528 | 0,658 ) 0,771 | 0,898 | 1,028
60 0,181 | 0,245 | 0,886 | 0,611 | 0,688 | 0,754 |0,879 | 1,006
55 0,118 | 0,227 | 0,868 | 0,408 | 0,818 | 0,786 | 0,861 | 0,988
60 0,10¢ | 0,218 | 0,850 | 0,484 | 0,600 | 0,727 | 0,882 | 0,070
65 0,080 | 0,104 | .0,885 | .0,460 | 0,885 | .0,708 |.0,828 |.©5056
.70 0,075 |.0,179 | .0,880 | .0,455 | .0,680 | 0,808 |.0,828 | 0,850
5 0,065 | 0,180 | 0,810 0,485 | 0,560 | 0,678 | 0,808 | 0,080
80 0,045 | 0,150 | 0,800 | 0,425 | 0,660 | 0,668 | 0,708 | 0,020
.85 0,028 | 0,137 | 0,278 | 0,403 | 0,528 | 0,648 | 0,771 | 0,808
90 0,000 | 0,114 | 0,265 | 0,380 | 0,505 | 0,828 | 0,748 | 0,875

OBSERVAGAO
O grav de reatividade €é calculado como

Para diluig¢ées maiores ou igual a 10, calcula-se G,

G = log D(K} 4-1) - 0,568

Juntando-se 1,0 ao valor correspondente na tabela

VII.;Assim para ! = 13 e hemélise = 30%, G = 1,302.;
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QUADRO X

~ ¢
COMPARAQAO DA REATIVIDADE DE DUAS PARTIDAS DE ANTIGENO HA'§
EM TESTES COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO E COM DOSE DE ANTIGE-
NO 1GUAL (1:50 em salina boratada)

\

s6ro DE|DILUICO| HEMOLISE % REATIVIDADE CLASSIFICAGAO
LEPRA NQ 1: A, Ay G, G, DA OBSERVAGAO
88 1,8 80 26 0,802 0,824 ndo defeituosa
1,8 85 "6 0,886 0,810
96 10 20 80 1,288 1,188 ndo defeituosa
18 46 40 1,282 1,270
80" ”,6 16 20 1,168 1,118 | nao defeituosa
10 85 70 1,080 1,076
805 10 26 80 1,210 1,188 | ndo defeti tuosa
18 46 40 1,262 1,270
188 4,2 10 15 0,968 0,804
£,8 90 86 0,748 0,771 | inadmiss{vel
808 7,6 80 86 1,088 1,047 | ndo defeituosa
10 90 8O 1,000 1,045
2486 8,2 10 26 0,886 0,716 defei tuosa
4,2 56 90 0,786 0,828

OBSERVAGAO:: o s8ro 188 mostrs uma reagdo classificada como inadmissivel,
pois hd mais que 0,110 de diferenga entre os valores de G,
para um mesmo antfgeno. Reagles atfpicas podem ocorrer por
aplicagBo da tabela de fatores de conversio, quando o soro
imprime diferente inclinagio (h) & curva hemolftica, que a
encontrada na maioria dos soros em um determinado sistema

'(ALMEIDA e FREITAS, 1953)
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QUADRO XI

~ [ !
COMPARAGAO DE ANTIAENOS SOLUVEIS EM PIRIUINA E
LECITINADOS A 0,08%; O ANTIGENC PADRAQ £ HA-L (1)

ANT ! GENO NUMERO DE 0BSERVACGOES | pecizko  [viTuLo no Astigewno
, /
a n Z/\ K Su a/Aant

W.K.Ks (1) 3 36 acelito 4000
W.K.K. (2) 1 23 aceito 3000
28-0B-S 2 30 aceito 2500
W.K.K. AP 1 14 reprovado <fHX)0
W.K:K. P 1 22 acelto 2000
HA-5 (2) 4 42 aceito 7500
HA-5 (3) 1 22 aceito 7000
HA-5 (4) 1 23 aceirio 6500
OBSERVACAQ: ¢

Os antigencs W.X.K. foram preparados de acbrdo com as especificagBes
originais de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN (1931) de lotes de bacilos
n® 48189, Os nfmevns entre par@ht@sms servem pars discvinguir a pry
meira da segunda pzrtida.

WoKeKe AP € © anﬁ{geno de WoK.Ko preparado de bacilos préviamente ex=—
trafdos com a misturs aAgua, dlconl, ter.-

WeKoKe P € ¢ antfgeno WeKoK. (1) precipitado por aceiona em presenga
de cloreto de sddioc.-

Ha~5, (2),(8)e(4) compreendem a segunda, terceira = guardta partids de
antfgeno HA-D, preparado de acBrdo com as especlficsgfes dadas ne
capftulo II.-
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Em teste semelhante aplicado 3 antigenos de cardiolipina, .a dose de
antigeno é usada como se f8sse igual 3 encontrada para o antigeno de re=-
feréncia. Nesse caso o teste nao sé6 nos dd meios de comparar o comportae
mento dos antigenos, como também sua propria concentragao. Assim se to-
marmos um mesmo antigeno de cardiolipina mas em diferentes concentragdes
(como por exemplo o antfgeno original e outro preparado diluindo-o uma
vez em dlcool), o teste de andlise seqliéncial forgosamente o rejeitard.’
Se no entanto utilisarmos a dose de reatividade paralela, o antigeno se-
r4 aceito; o método daréd a nogao da concentragao relativa do material
.antigénicos’

O método agresenta grande contraste com aquéle ut1l1zado por PADRON
(1952) quando comparou os antigenos aquosos prec1p1tados por método
quantitativo, considerando titulo do_antigeno igual & D(K’S a = @)= ao
O valor a se refere ao primitivo C’ descrito por W.M.M.

O quadro XII mostra os titulos assim determinados em diversas parti-
das de antigenos aquosos precipitados.:

QUADRO XII

’ ’ / ~
TITULOS DE ANTIGENOS DETERMINADOS POR METODO. QUANTITATIVO DE FIXAGAO DO
COMPLEMENTO (PABRON, 1952)

/ :
ANTIGENO PRECIPITADO BRUTO ANTIGENOS TRATADOS PELO BUTANOL
N2 "~ TiTuLo S [ TiTULO
48189-4 1280 48189-M¢ 3000
48189-B 780 HB7-M8 2600
48189~F 1860 HB7-1414 3500
48189-G 900 BCG-1 800
H37=D 1000
HB7~E 1190
BCG-1 500

Os antigenos ndo foram examinados em teste de comparatibilidade de
reagao, Dessa forma apenas tivemos nogdo da relativa concentragao dos
extratos .aquososy 'nao de seu comportamento com soros de lepra ou de tu-
berculose humana,:

Geralmente o antigenp era entdo experimentado.com soros de reconheci-
da positividade, lepra ou tuberculose, em nimero suficiente para dar
informagdes s8bre o comportamento do antigeno de nova partidas:

REPRODUTIBILIDADE

Quando se aplica o teste de comparag@o em andlise seqliéncial poderd
se obter uma observagdo defeituosa por @rro técnico inerente ao método,
pois é de se esperar que em um determinado tubo os erros de pipetagem se
acumulem em um mesmo sentido.'Nesse caso, poderiamos ser levados a re-
provar um antigeno injustamente ¢

Uma pesquisa foi recentemente levada a efeito por ALMEIDA e THOMPSON
(19585) comparando um determinado antigeno com &€le mesmo.'A experiéncia
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compreendeu 314 pares de observagdes, com 15 inadmissiveis e as restans
tes 299 com 139 mostrando diferengas em G menores de 0,018; 232 pares
com diferengas menores que 0,035 e 286 com diferengas menores que 0,070,
As 13 restantes, eram observagdes defeituosas (com G igual ou maior que
0,070). " .

A experiéncia indica que se pode esperar 4,3% de observagdes defei-
tuosas por erros técnicos; a incidéncia é muito mais baixa que a estipu-
lada por MALTANER e THOMPSON (1948) para pares de reagdes feitas ao mese

mo tempo.

‘REATIVIDADE EM SOROS NORMAIS E SOROS DE LEPRA E TUBERCULOSE

O hapteno isolado do bacilo da tuberculose (antigeno HA-5) foi espe-
rimentado com soros de pessoas normais,' Esse grupo compreendeu indivi-
duos adultos nao selecionados e criangas cuidadosamente controladas,:

- O grupo adulto normal compunha=-se de soros WASSERMANN negativos, de
pessoas nao reconhec1damente doentes.rEram soros que v1nham a exame para
Os soros de criangas foram obtidos por 1nterméd10 da National Founda-
tion for Lnfanttle Paralysis e compreendiam um grupo bem selecionado.'As
criangas, entre 2 e 5 anos de idade, tuberculino negativas, e sangradas
antes de inoculadas com a vacina de SALK., O grupo de cr1anqas compunha-
se de 651 pacientes.®

Soros de tuberculosos, obtldos através o NEW YORK STATE DEPARTMENT OF
HEALTH, compreenuxam um grupo de 177 pac1ept¢s, em d1versos estad1os da
1nfecgao, muitos d&les com alta controlada.:

Os soros de lepra lepromatosa, provieram de pacientes do Sanatdrio
Padre Bento e Colonia de Santo Angelo ambos do Departamento de Profila -
xia da Lepra do Estado de Sdo Paulo,

Todos eésses soros foram testados com o antigeno HA-5 lecitinado a
0,05% em provas de fixagao do complemento quant1tat1v‘. Os resul tados
constam do quadro XIII.;

‘Maior reatividade foi observada com sdro de lepra; soros de tubercu-
lose mostraram apenas 3% de resultados negativos,:

Reagdes de baixos titulos foram observadas em todos os grupos, com
excegdo de lepra; tais resultados urgem uma investigagdo para o conhecis
mento do significado de tais titulos, obtidos mesmo em grupos onde tu-
berculose poude ser excluidas Um fato no entanto é evidenciado:‘o signi-
ficado de titulos altos em diversos grupos. Realmente, se tomarmos os
titulos malqre; que se1s,‘ver1flcaremos o regular comportamento dos gru-
pos estudados. Adultos mostraram 22% de soros com titulos maiores que 6
mas apenas 1% com titulos maiores que 12,'0 significado désses titulos
ndo poude ser conhecido, por falta de informagdes clinicas. Estudos es-
td8o em progresso entre universitdrios, com exame clinico e testes para
tuberculose feitos sob a diregao do professor Dr.; RAFAEL DE PAULA SOUZA
da Faculdade de Higiene e Saide Piblica.;Dessa forma, o quadro XIII nos
déd apenas um esquema do comportamento do antigeno por nés estudado, sem
pretender conhecer o exato significado de tais achados.:No entanto os
resul tados obtidos com sdro de lepra, indicam a reatividade maior obser-
vada nesses grupos de soros experimentados.,’
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QUADRO XIII

REATIVIDADE DO ANT]’ZGENO HA-5, - LECITINADO A 0,05%,
EM DIVERSOS GRUPOS DE PACIENTES.:

GRUPOS
T I TULOS CRIANGAS 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% 0% C27% 100%
TOTAL 651 597 o 177 112

(*) Tuberculino-negativas
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'RESUMO 'GERAL E CONCLUSOES

1> < A reagdo de fixagdo do complemento em s8ro de lepra com antigenos
preparados de bacilos da tuberculose se deve 3 atividade hapténica dos
fosfatideos dcidos complexos ligados & carboidratos e soldiveis em piri-
dina, -

z

2% - 0 efeito anticomplementar dos antigenos soldveis em piridina é
corrigido pela lecitina; efeito semelhante se observa nos antigenos
aquosos do bacilo da tuberculoses:

3® -« As reagdes entre antigeno, anticorpo e complemento, podem ser me-
lhor estudadas por meio das "curvas de isofixa¢do"” obtidas por projegao
de antigeno contra sd8ro, o coemplemento sendo mantido constantes:

4¢ - A curva de isofixagdo em seu ramo vertical permite determinar as
condigdes necessérias para a titulagem de antigenos e também a influefi-
cia da quantidade de s8ro presente na reag@o s8bre os pard@metros da li-
nha de regress@a:iantigeno-complementos:

5¢ < O ramo horizontal da curva de isofixagd@o indica as condigdes nas
quais se deve processar a titulagem do sdro.'A influ@ncia da dose de
antigeno empregada sO8bre os pard@metros da linha de regressdo sdro-come
plemento poude ser apreciada e dada uma correta interpretagao.’

6" .= A dose de antigeno a ser usada numa titulagem de sd8ro é aquela
que néo afeta o relativo paralelismo das curvas de isofixagdo.'Entado,
complemento fixado serd fungao linear da quantidade de sOro presente.:

7® - A parte da curva de isofixag@o que liga os dois ramos assintétie
cos, traduz a supléncia observada entre s8ro e antigeno e indica as con-
digoes em que a fixagao do complemento depende tanto da quantidade de
s0ro presente, como da quantidade de antigeno usado. Nesse caso a titue
lagem de qualquer um désses elementos ndo poderd ser feitas:

8¢ - Para a titulagem de soros, por método simplificado, fatores de
convers@o sdo utilizados. Esses fatores foram determinados para o sistee
ma lepra onde os valores de h sofrem marcada influéncia da quantidade de
complemento necessério para 50% de hemélise, pois h4 estreita dependén=-
cia entre a percentagem de complemento fixado e a inclinagdo da linha de
regressao logar{tmo de complemento contra logitos de hemédlise.-

9¢ - A padronizagdao da reagdo de fixagdo do complemento exige a repro-
dutibilidade das partidas de antigenos. Métodos de andlise seqli€ncial
foram entde adotados para o sistema lepra e tabelas construidas para
maior facilidade de uso e precisdo de resultados, com o menor nimero
possivel de observagdes,:

10® - A reprodutibilidade dos antigenos soldveis em piridina é maior
que a observada com os antigenos aquosos; sua estabilidade é também su-
perior e nao se observou, em um ano, qualquer alteragdo de suas proprie-

dades, '

11°- O estudo da reagdo entre sdro de lepra e antigenos soldveis em pi-
ridina sugere a aplicagdo da reagdo de fixagdo do complemento quantita-
tiva para contrdle sorolégico da leprose, néo sé como meio diagnéstico
auxiliar, como também para avaliar soroldgicamente o efeito das drogas
modernamente utilizadas para seu tratamento.
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