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INTRODUCAO

A reagdo de fixagdo do complemento para a lepra, conhecida como reacdo de
EITNER tem sido empregada entre nds, ndo em rotina hospitalar, mas como instrumento
deinvestigagdo cientifica.

Os antigenos empregados tém variado, desde extratos de lepromas até fragdes
extraidas de bactérias dlcool-acido resistentes, mas de um modo geral, a reagdo de
EITNER tem se mostrado de valor no estudo da sorologia da lepra em suas diversas
formas, tendo sido evidenciado certo paralelismo entre reatividade sérica e estado clinico
do paciente.

Neste trabalho apresentamos um estudo sistemético da reagdo de fixagdo de
complemento para alepra, com a padronizagdo dos diversos elementos da reacdo e com a
descricao pormenorizada dos métodos utilizados na preparacdo de antigenos.

Utilizamos a técnica de fixagdo do complemento descrita por WADSWORTH,
MALTANER e MALTANER para os sistemas sifilis e tuberculose. Os resultados obtidos
por esse método tem se mostrado de grande utilidade ndo sb no diagndstico de infecgdes
como para o contréle do tratamento.

De 1952 a 1953 empregamos o antigeno descrito por PADRON (1952) no estudo
sorol 6gico de pacientes do Sanatério Padre Bento, com afinaidade de colhér informagdes
a respeito da reatividade do soro de doente de lepra durante as diversas fases por que
passa o0 doente durante o tratamento pela sulfona.

O antigeno aquoso precipitado era um passo avante do antigeno preparado
simplesmente por ebulicdo em agua destilada de bacilos da tuberculose, previamente
tratados pela acetona, segundo o método de MALTANER.

O antigeno de MALTANER ndo so era dificil de se manter como também possuia
pequeno poder fixador do complemento. O antigeno aguoso precipitado de PADRON
conservava-se melhor e seu titulo era maior, em presenca de soro de lepra que outro
preparado da mesma partida de bacilos, pelatécnicade MALTANER.

O estudo dos doentes do Sanatério Padre Bento foi feito com uma Unica partida de
antigeno; os resultados obtidos puderam ser comparados, uma vez que antigenos aguosos
sdo dificeis de serem reproduzidos. Esse antigeno, no entanto, era turvo, apresentando
parte que se precipitava depois de uma semana, quando mantido em geladeira
Propriedades anti complementares apareciam concomitantemente, obrigando-nos a fazer
semana mente a dilui¢do do antigeno liofilizado.

O problema do antigeno a ser utilizado na sorologia da lepra deveria ser
reinvestigado e por sugestdo nossa foi organizado um programa de estudos
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sisteméticos envolvendo a comparagdo de atividade antigénica, métodos de avaliagdo e a
purificacdo dos antigenos propostos para as reagcles quantitativas de fixagdo do
complemento.

O presente trabalho investiga as relagBes quantitativas entre sbro de doente de leprae
os antigenos solliveis em piridina. A experiéncia de BIER e ARNOLD (1935) em lepra,
com o antigeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN indicava ser o principio
ativo do bacilo datuberculose e que reagia com soro de lepra, solavel em piridina.

PANGBORN (1956), seguindo o método de WITEBSKY ET AL. (1931) para a
extracdo dos principios antigénicos do bacilo da tuberculose, verificou sua solubilidade
em &gua, éter e acool. O antigeno preparado pelo novo método é descrito neste trabalho.

Ulterior fracionamento do antigeno solGvel em piridina levou ao isolamento de uma
frac8o especifica, encerrando praticamente tdda a atividade antigénica do preparado
origina.

Durante a experimentagdo com essas fragdes e soro de lepra, tivemos ocasido de
verificar aimpropriedade de certos conceitos adotados na reagdo quantitativa de fixagdo
do complemento utilizadaem ALBANY, N. Y. Consideramos entdo outros métodos para
apreciar o fendbmeno de fixagdo de complemento, como por exemplo, a determinacdo do
titulo do sbro, o abandono do titulo por quociente e apresentamos as chamadas "curvas de
isofixacdo do complemento” como método para o estudo das relagdes entre soro, antigeno
e complemento.

Néste trabalho estudamos a reaco de fixag8o do complemento para a lepra com o
antigeno aquoso de PADRON e com as fragBes purificadas ativas extraidas dos antigenos
soliveis em piridina. E mais um roteiro de méodos e ndo pretende mais que dar uma
contribui¢cdo ao estudo da sorologia da lepra; o valor da reacdo de EITNER como meio
semiolégico na apreciagdo do tratamento da leprose sera objeto de publicagdo a ser feita
brevemente, quando apresentaremos as curvas soroldgicas levantadas em soros de
pacientes em tratamento.

A REACAO DE EITNER. ESBOCO HISTORICO

Quando em 1906 EITNER experimentou um extrato de leproma com soro de doente
de lepra em uma prova de fixagdo de complemento, ja a literatura médica assinalava
semel hantes reacGes praticadas com bacilos da tubercul ose e séro de tuberculoso.

Dois anos mais tarde EITNER examinava um sbro de doente de lepra com um
antigeno preparado de coracdo de cobaia; obteve resultados positivos na reacdo de fixagao
do complemento, semelhantes aos por ele descritos anteriormente em 1906.

A reacdo seria especifica para a lepra ou havia um particular comportamento do soro
do hanseniano?

STATINEANU e DAMELOPOLU em 1908 descreviam anticorpos especificos no
sOro leproso, mas ja no ano seguinte assinalavam reagOes entre suspensdes 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 doentes de lepra pudessem reagir em provas de fixacdo do complemento com
suspensdes bacilares. J& em 1909 FRUGONI e PIZANI obtinham reagdes positivas
examinando onze soros de doentes de |epra com suspensdes de bacilos da tuberculose.

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

A preferéncia dos investigadores orientou-se no emprégo de antigenos preparados de
bacilos da tuberculose, porque eram mais faceis de se obterem e por se procurar uma
reacdo soroldgica para a tuberculose. Os casos de |epra estudados na ocasido eram raros e
as reacbes eram praticadas por aquéles sorologistas empenhados nos estudos de
tuberculose.
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Em 1910 STENFFENHAGEN obtinha trés reacdes positivas em oito soros de
doentes de lepra, com o antigeno preparado de suspensdes de bacilos de KOCH; em
1913 WILLIS teve ocasido de estudar treze soros de lepra com antigenos preparados
de diversas espécies de "bacilos da lepra”, de "bacilos da tuberculose", variedades
humana e bovina, e outros &cido resistentes saproéfitas. Obteve reages positivas
com os diversos antigenos, definindo entdo a "capacidade prolifixadora" do sbéro
leproso. Os anticorpos encontrados na leprose seriam relacionados com todo o
grupo de microrganismos al cool-resistentes. Haveria no sbro, anticorpos antiacido
graxos; na tuberculose os anticorpos seriam diferentes, embora houvesse notével
reciprocidade no comportamento dos soros de lepra e dos de tubercul ose.

As relagbes imunobiol dgicas entre | epra e tubercul ose foram estudadas por MUCH
(1913); no ano anterior, numa reunido da Sociedade de Medicina e Higiene, em
Londres, em 16 de fevereiro, tivera ocasido de mostrar a semelhanca entre os
anticorpos da lepra e da tuberculose e foi quase proféticamente que dizia talvez
ser possivel produzir uma imunizagdo para ambas as infeccoes.

Trabahos esporéadicos sbbre fixacdo de complemento com antigenos de lepromas
somavam até 1915 um total de 185 reagdes, coin 75% de positividade na forma
cutanea, contrastando com 25% observados na forma anestésica; tddas essas reacoes
tinham sido praticadas com antigenos alcodlicos; os resultados obtidos com antigenos
aquosos indicavam maior positividade, com 84% na forma cuténea e 41% na forma
anestésica.

Reacfes 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 indicavam reatividade em 83%.

Em 1919 COOK estudou 20 casos de lepra, empregando 19 diferentes antigenos,
preparados de culturas de "bacilos da lepra", bacilos tuberculosos, difteréides e
acidos resistentes saproéfitas. Mostrou que anticorpos fixadores de complemento estavam
presentes em grande concentragdo em soros de doentes de lepra na forma nodular.
Esses soros teriam tendéncia para dar reagBes positivas com o antigeno de
WASSERMANN, porém, semente em baixas dilui¢8es. A fixagdo de complemento
era positiva com todos os antigenos de bactérias alcool-acido resistentes e dai a
impropriedade da reagdo como argumento favoravel a atribuir a certas culturas de
organismos isol ados de lepromas, papel etiol gico especifico.

Essa propriedade de multi-fixagdo do complemento seria, na opinido de
LEWIS e ARONSON (1923) um carater diagnéstico do soro de lepra, pois ndo
obtiveram com soros sifiliticos ou tuberculosos a percentagem de 93% de reagdes
positivas quando praticadas com antigenos de bactérias acido resistentes, em 26
casos examinados.

Os antigenos de LEWIS e ARONSON (1923) eram suspensfes aguosas de
culturas (Bacilo da lepra de CLEGG, de DUVAL, de KEDROWSKY, bacilo
do esmegma). A extragdo com acetona retiraria a gordura, permitindo uma
suspensao mais estavel, segundo TAYLOR e MALONE (1924), que examinaram
100 soros de lepra, com positividade de 90%. Contréles consistindo de 14 soros
normais e 23 sifiliticos deram reac6es negativas, enquanto 30 casos de tuberculose
apresentaram 6 reacgdes; o antigeno empregado era uma suspensdo a 2% em
salina de bacil os desengordurados pela acetona.

No BRASIL, GOMES (1927) utiliza-se de um antigeno preparado com o
"Streptothrix lepréide” de DEY CKE; examinando 83 doentes de lepra em reagdes de
fixagdo do complemento encontrou positividade de 82%; a forma tuberosa com
89%, a mista com 95%, a maculo-anestésica com 70% e a forma frusta 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 alcoodlico de Streptothrix até 200 vézes, em provas de fixagao
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O trabalho de GOMES despertou grande interésse entre os leprologistas; a reagdo
teria grande vaor no diagnostico precoce da lepra (GOMES e PATTEO, 1928) e na
profilaxia dainfeccdo (MARCONDES, 1929).

Em 1928 SOUZA LIMA apresentou os resultados obtidos com a reagdo de GOMES
em 96 doentes de lepra; em 9 casos de |epra tuberosa, 8 reagiram; 40 reagdes positivas em
42 soros de lepra mista; 37 casos de lepra nervosa com 28 positivas;, em 8 pacientes de
forma frusta, apenas 4 reagbes foram positivas; examinando 28 comunicantes, encontrou
9 reagBes positivas. Incluiu contrdles consistindo de 46 casos de tuberculose, com reacdes
ligeiramente positivas.

GOMES em uma série de publicacdes entre 1927 e 1935 aponta a utilizagdo da reacdo
de fixacdo de complemento nos servigos de rotina dos leprosérios e também para o
contrle dos comunicantes (GOMES, 1935). Os doentes de lepra poderiam ser
sensibilizados por administracéo de iodeto de potéssio, com maior positividade sorolégica
(GOMES e ANTUNES, 1930). A reacdo de GOMES-DEYCKE, teria também sua
aplicacdo na descobertada lepra latente (FAILLACE, 1931; GOMES, 1931).

Em 1931, WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN descrevem o antigeno solGvel em
piridina e benzol, extraido do bacilo da tuberculose; o antigeno era estavel e reprodutivel,
sendo desde ent&o até 1939 produzido comercia mente pelacasaBAYER.

O antigeno se destinava a sorologia da tuberculose, mas BRANTS (1932) o aplicou
em 80 soros de lepra, encontrando 74 reagOes positivas; as seis reaces negativas se
localizavam entre pacientes de forma nervosa. Das 50 reagdes positivas em lepra tuberosa,
43 o eram fortemente; isso contrastava com 15 reagdes fracamente positivas encontradas
em 20 soros positivos da lepra nervosa; o antigeno de WITEBSKY era nitidamente
superior a0 antigeno proposto por BESREDKA (1914).

Resultados semelhantes foram obtidos por AOKI e MURAO (1933) que obtiveram
com ésse antigeno 9 reagdes positivas em 16 doentes de lepra com a forma tuberosa e 9
em 24 casos de forma nervosa. Quatro soros em 10 de tuberculose reagiram enquanto
apenas um mostrou reagdo entre 5 sifiliticos.

KORNEL (1933) obteve 10 reacfes positivas em 10 casos de lepra cuténea; uma
reacdo foi negativa em 3 pacientes de lepra maculosa; fracas reacdes em dois casos
suspeitos mas em 3 comunicantes duas reagBes foram fortemente positivas. Soros de
tuberculose, em ndmero de 10, mostraram apenas 4 reagOes positivas. Comparando seus
resultados com o antigeno W. K. K. com os obtidos com antigenos preparados de
lepromas, achou concordancia em lepra, mas ndo em tuberculose. Soros de lepra deram
WASSERMANN positivo, mas ndo os soros de tuberculose. Soros sifiliticos reagiram
com antigenos preparados de lepromas, mas ndo com o antigeno de WITEBSKY (W. K.
K.).

No BRASIL areagio de GOMES continuava a ser praticada; em 1935 ASSUMPCAO
e SILVEIRA obtinham 90% de positividade na lepra cuténea, 85% na lepra nervosa e
70% na forma mista. Em seu trabalho relatam ter encontrado 70% de positividade em
|eishmaniose.

Em 1935 BIER e ARNOLD examinaram 272 casos de lepra, empregando o antigeno
W. K. K.; obtiveram 79% de reacBes positivas. Nos casos de forma mista (186 casos) a
incidéncia foi de 94%; a lepra nervosa (14 soros) reagiu com 57% enguanto em 72 casos
de lepra incipiente a positividade foi apenas de 44%. O valor da reag8o de fixacdo de
complemento nalepra foi mais uma vez apontada por BIER (1936) em um estudo sbbre a
sorologiada lepra. Confirma o achado de ASSUMPCAO e SILVEIRA, nareacéo cruzada
entre W. K. K. eleishmaniose.

Entre nds, outros autores consagram 0 emprégo da reacdo de fixag&o do complemento
na lepra, com o antigeno de WITEBSKY (PEREIRA, 1936; RABELLO FILHO 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 DEY CKE (BIER e PLANET, 1936). As
reagdes ndo seriam tdo intensas, podendo haver causas de erros em soros fracamente
positivos.

O sbro leproso reagia intensamente com o antigeno de W. K. K.; 50 reacdes positivas
em 51 casos de lepra tuberosa; na forma nervosa a positividade era menor (74% em 39
casos), segundo BIER e PLANET (1936). 0 antigeno de W. K. K. erano entanto capaz de
reagir com outros soros "labeis' como de pénfigo e leishmaniose. Em 13 casos de pénfigo
ésses autores encontraram 5 reagBes positivas (38,5%) e 26 soros de leishmaniose, em um
grupo de 34, reagiram (76,5%). Em soros nédo labeis WASSERMANN negativos (74
soros) encontraram apenas 4% de reagBes positivas, em 51 soros WASSERMANN
positivos encontraram 7 positivoscom W. K. K. (13,7%).

O antigeno de W. K. K. poderia ser utilizado no reconhecimento das formas clinicas
da lepra, pois as formas tuberculGides apresentavam em 70% dos casos, reacOes
negativas, segundo RABELLO FILHO e PINTO.

Os resultados obtidos na INDIA por GREVAL, LOWE e BOSE, (1939),
confirmavam integralmente os achados da escola de BIER; em 12 casos de lepra
lepromatosa, tiveram ésses autores apenas uma reagdo negativa; na forma nervosa da
infecgc@o houve alta positividade, 37 reagdes em 38 soros. Os titulos dos soros eram altos,
até 1:150; os soros contrdles, 25 soros sifiliticos deram reagdes negativas, com excegéo
de um, com reagdo fracamente positiva com W. K. K. Assinalam a reagdo com soros de
calazar e apontam a pouca especificidade da reagéo.

Os trés tipos de lepra, lepromatosa, nervosa e mista, diferiam em seu comportamento
sorol6gico de maneira tdo nitida que haveria razes para afirmar que arespostaimune era
provocada pela presenca do bacilo dalepra, 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 e 3 de leishmaniose cutdnea. Em se tratando
de lepra e calazar a reacdo com a Ultima infecg@o seria de maior intensidade, segundo
GREVAL, LOWE e BOSE (1939).

Antigenos preparados de culturas de bacilos da lepra de ratos, com ou sem cefaling,
foram utilizados por ICHIATA em 1940, em um inquérito soro-l6gico entre criangas com
longo contacto com doentes de lepra em Shorokuto, na COREIA. Dentre 34, duas
criangas apresentaram reagdes positivas. Uma delas mostrou sintbmas de lepra dois anos
depois. O autor acredita estar em face de um antigeno especifico para a lepra e o
recomenda para o diagndstico precoce da infecgo.

Antigenos aguosos de bacilos da tuberculose, previamente extraidos com acetona,
reagiram com 47 soros de lepra, em reacdo de fixagdo de complemento quantitativa
(MALTANER E. 1940); titulos mais atos foram encontrados na forma cutanea.

A reacdo de fixacdo de complemento com soro de doente de lepra e antigenos
preparados de bactérias acido resistentes isoladas de lepromas, ndo podia servir de
argumento para identificar o papel etiopatogénico das culturas, segundo
DHARMENDRA e BOSE (1941) e DHARMENDRA (1941), pois antigenos preparados
de culturas de bacilos de DUVAL, de BAYON, de KEDROWSKY e de LLERAS, assim
como bacilos da tuberculose e M. phlei, deram reagdes praticamente iguais com 12 soros
de lepra lepromatosa. Experiéncias com absorgdo de soros com suspensdes bacilares e
filtracBo mostraram-se incapazes de distinguir as diferentes culturas testadas
(DHARMENDRA, 1941).

O trabalho de BIER e PLANET (1936) indicando a reatividade do Mire, de
leishmaniose com o antigeno de W. K. K. continuava a ter larga repercussdo na
{NDIA. GREVAL, CHANDRA e DAS (1941) recomendaram seu uso em rotina.
LOWE (1942) experimentou o antigeno de W. K. K. ndo s em lepra como em
calazar, obtendo resultados muito nitidos na lepra nodular e na leishma-
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niose. A reacdo seria mais precoce que o teste a formalina. Na forma nervosa da lepra a
reacdo seria de pouca utilidade, em vista da baixa percentagem de reagdes positivas. O
sOro de caazar teria maior poder de reaco com o antigeno de W. K. K. que o proprio
soro de lepra. LOWE compara a reagdo com o caazar a0 WASSERMANN em sifilis
secundéria.

O antigeno de W. K. K. foi experimentado em dermatoses tropicais por EICHBAUM
(1942) gque examinou 300 soros incluindo leishmaniose, pénfigo, lepra, blastomicose e
casos contrdles de tuberculose pulmonar. A percentagem de reagBes positivas nas diversas
entidades clinicas foi a seguinte leishmaniose 20%; pénfigo 20%; lepra 88%;
blastomicose 0%; tuberculose pulmonar 27%. Os anticorpos responsaveis pela reagdo
foram analizados por provas de absor¢éo especifica, quer com 0 mesmo antigeno de W.
K. K. quer com suspensdes de bacilo da tuberculose. Semente soros de tuberculose eram
facilmente absorvidos; os soros de lepra puderam ser divididos em dois grupos: um
semelhante a0 sbro tuberculoso, pois mostra absor¢do integral dos anticorpos, com o
antigeno de W. K. K., porém difere do grupo tuberculoso, por ndo se deixar absorver com
suspensdes de bacilos de KOCH; outro grupo de soros de lepra ndo se deixaria absorver
nem pelo antigeno de W. K. K. nem por suspensdo bacilar. Os soros de leishmaniose,
pénfigo e blastomicose se comportam de maneira semelhante aos soros de lepra do
segundo grupo. Isso seria um cardter de "labilidade sérica’ ndo necessariamente
demonstravel pela reagdo de WASSERMANN, mas capaz de ser evidenciada por outro
antigeno lipéidico como o de WITEBSKY .

A reagdo entre lecitina e soro de lepra foi estudada por EICHBAUM (1942),
empregando lecitina de ovo, do comércio, e de diversas marcas, tanto em provas de
floculacdo como de fixa¢do do complemento. Em 229 soros de lepra obteve 141 reacBes
positivas (61%); a maior frequéncia (72%) foi encontrada na lepra tuberosa e mista,
enquanto apenas 37% na forma maculo anestésica. A reagdo com lecitina concordaria
com 80% das reagcbes WASSERMANN positivas no grupo de doentes de lepra. Em 335
contréles, incluindo 151 soros sifiliticos e tuberculosos, leishmaniose, gravidez, a reagdo
com a lecitina foi positiva em 4% dos soros provados. Maior incidéncia (8%) foi achada
entre os soros sifiliticos. Os anticorpos ou reagina anti-lecitina teriam sua formagéo
relacionada a agdo dos fosfatideos 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 ubiquidade de substancias lip6ides

explicariaa "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 reacdo obtida com o calazar com o antigeno de W. K. K. seria iguamente
demonstravel com antigenos metilicos segundo BAY ARRI e AHUIR (1947), que em 20
pacientes com puncdo esplénica positiva para leishménia, obtiveram 18 reacdes de fixacdo
de complemento positivos com o antigeno de BOQUET e NEGRE.

Na impossibilidade de se obter o antigeno origina de W. K. K., os indUs prepararam
antigenos pela técnica origina de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, a partir de
culturas do bacilo de KEDROWSKY (DHARMENDRA, BOSE e SEN GUPTA em 1946)
e 0s usaram com hons resultados no Servigo do Calazar, da Escola de Medicina Tropical
de CALCUTA: areacdo foi 94,6 especifica para o calazar em 1917 soros examinados de
paci entes com |eishmanias demonstradas com o teste de aldeido positivo.

Em 1956, ALMEIDA, CARVALHO e PADRON, publicaram os resultados de um
inquérito soroldgico feito no Sanatério Padre Bento durante os anos de 1952 e 1954;
0 antigeno foi preparado de bacilos da tuberculose pela técnica
de PADRON (1952). Todos os pacientes, em numero de 534, foram examinados
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radiologicamente para exclusdo da tuberculose. Os anticorpos fixadores de complemento
foram titulados pelo método das seis unidades de complemento. O primeiro grupo de
doentes sem tratamento, num total de 74 casos, mostravam bacilos de HANSEN nas
lesbes cuténeas e na mucosa nasal; 19% dées tinham titulos menores que 10;51% titulos
entre 10 e 100 e 30;4 titulos maiores que 100. O segundo grupo com 270 pacientes em
tratamento ndo mais apresentavam bacilos no muco nasal mas semente nas lesdes
cuténeas. Os titulos em fixagdo de complemento eram menores que 10 em 33% déles;
entre 10 e 100 em 52% e maiores que 100 em 15r/0. O terceiro grupo de 243 pacientes
tratados pela sulfona apresentava resultados negativos na lesdo e no muco. Neste grupo 0s
titulos eram menores que 10 em 70% dos casos; entre 10 e 100 em 27% e maiores que
100 apenas em 3%. O grupo contrdle "lepra negativa' era constituido de 786 doadores de
sangue, supostos normais. Trinta e sete soros reagiram com O antigeno aguoso
precipitado, com 3 unidades de complemento, dando uma incidéncia de 4,7% de
resultados positivos em pessoas presumivel mente sadias. Esse grupo ndo foi examinado
radiol6gicamente (ALMEIDA, PEDREIRA DE FREITAS e BRANDAO, 1954).

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

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

Por nossa iniciativa e insisténcia, o antigeno de W. K. K. foi preparado por
PANGBORN (1956) e utilizado na sorologia da tuberculose e lepraem ALBANY, N. Y.
A reacdo de EITNER poderia entdo ser estudada quantitativamente, podendo se fazer um
estudo comparativo entre os dois grupos de antigenos propostos: aquosos e sollveis em
piridina.

ANTIGENOS NA REACAO DE EITNER

A reagdo de fixagdo do complemento em lepra, na maior parte das vézes, era feita
ocasionamente, por sorologistas empenhados na pesquisa de antigenos especificos para a
tuberculose.

S0 trabalhos esparsos, os autores geralmente ndo insistindo no prosseguimento de
suas pesquisas. A dificuldade na obtencéio de soros de lepra, na EUROPA, é justificativa
para os poucos trabalhos aparecidos desde 1906; de outro lado o problema da lepra era
mais colonia e ndo metropolitano.

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

A fata de um tratamento especifico, fazia dos leprosarios, grandes depdsitos de
doentes. A rotina do tratamento chaulmugrico ndo incentivava a pesquisa sorol égica.

No BRASIL, no entanto, o estudo das reagBes de fixacdo do complemento foi feito de
modo sistemético. GOMES (1927) estudou a aplicagdo de sua reacdo em lepra; em 1931
concluia ser a reagdo do "desvio do complemento de alto valor ndo sd no diagnéstico
precoce, como para determinar o grau de infecgdo" e ainda conclue "nos casos de lepra
obscura, lepra ganglionar, quase sem sintomas, 0 seu valor mais se afirma, pois 0s casos
de lepra soro-negativos sdo em geral benignos'. Estudando 119 casos de lepra, achou
certa relagdo entre baciloscopia positiva no muco nasa e reagdo de fixagdo do
complemento.

BIER (1935, 1936) estudou a reatividade do soro de lepra com antigenos lipéidicos.
Apontou a existéncia de reacdes de fixagdo de complemento com lipGides ubiqitarios
(tipo WASSERMAN) como com lipdides bacterianos ou de |epromas.

BIER e ARNOLD, 1935, definem a reacéo de fixacdo de complemento em lepra, ndo
como conseqiiéncia do poder "polifixante” do sbro leproso, ou da marcada labilidade de
suas proteinas, mas como verdadeira reacao especifica.



188 REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA

Em 1957, em seu livro "Bacteriologia e Imunologia’, BIER afirma: "uma reacdo
positiva com o antigeno de W. K. K., excluida a tuberculose e difteria, bem como certos
casos em que o soro da reagdes inespecificas de labilidade (em particular no pénfigo e na
leishmaniose), deve ser interpretada como lepra, maxime se houver suspeita clinica”.

Para ésse autor era ponto pacifico afirmar o valor diagndstico da reagéo de fixacdo do
complemento em lepra. O antigeno utilizado pela escola de BIER era o de WITEBSKY,
KLINGENSTEIN e KUHN, especifico na tuberculose, mas "insensivel a labilidade das
proteinas do sbro tuberculoso, e, a0 mesmo tempo, isento de lipdides fixadores de
complemento em presenca de soro sifilitico” (BIER, 1936).

Uma exata reproducdo do antigeno de WITEBSKY néo pdde ser feita por BIER e
PLANET (1935), pois "as fixagles ndo atingiam a téo altas diluigdes, e, por esse motivo,
deixam cm davida certos resultados de soros fracamente positivos' (BIER 1936). O
antigeno preparado por BIER possuia diferente capacidade fixadora, "a maior
discordancia entre os dois antigenos foi encontrada em cinco casos de blastomicose que
deram reacéo fraca ou forte com o antigeno original (W. K. K. Bayer), enquanto com o
antigeno de BIER, reagiram todos negativamente" (EICHBAUM, 1942).

Tentativas tém sido feitas para se isolar a fragdo especifica do bacilo da tuberculose.
PINNER (1926). estudou o comportamento sorolégico de setenta diferentes antigenos
preparados de culturas de bacilos da tubercul ose, demonstrando que o antigeno especifico
estava associado a fragdo insollvel na acetona, no éter e no cloroférmio e que era sol ivel
em &guae dcool.

E extremamente perigoso afirmar propriedades de antigenos complexos por suas
propriedades de solubilidade, pois a presenca de certas fracBes nas misturas atera
completamente suas propriedades; o fendmeno é conhecido como "solubilizagdo
reciproca’ e é particularmente evidente entre os fosfolipideos (FAURE, 1940).

O extrato aquoso, preparado por ebulicdo em agua destilada de bacilos da tuberculose
previamente tratados pela acetona, reagia com saro tuberculoso e de lepra, mas ndo com
sifilis (WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, 1925). O antigeno conteria lipides
e provavel mente polissacarideos.

Polissacarideos presentes em antigenos aquosos seriam 0S responsavels por sua
atividade antigénica (SEIBERT, 1941); nas reagBes soroldgicas de fixacdo do
complemento o hapteno estaria associado a fracdo glicidea (MEY ER, 1937). As proteinas
desnaturadas pelo tratamento quimico empregado eram ainda capazes de adsorver
carboidratos que entdo reagiriam com os soros imunes (ANDERSON, 1927).

A existéncia de um antigeno protéico foi demontrada por SCHAEFER, 1940, em
preparados de culturas do bacilo da tuberculose. No sbro de tuberculosos haveria
anticorpos que reagiriam quer com a fragdo protéica quer com afragdo polissacaridea.

A atencdo dos pesquisadores foi no entanto focalizada na atividade soroldgica
demonstrada pela fracdo lipidica fosforada (ANDERSON, 1927; PINNER, 1928). Na
opinido de CHARGAFF e SCHAEFER (1935) e MACHEBOEUF e seus associados
(1935, 1939) a atividade fixadora do complemento estava ligada a um fosfolipideo.

E bastante dificil se orientar quando se computam os trabalhos relacionados ao
fracionamento do bacilo da tuberculose, pois muitos déles ndo fazem referéncia as
propriedades soroldgicas das fragbes isoladas. Outras fragdes, aparentemente
relacionadas, tém comportamento diverso; assm o fosfatideo de ANDERSON (1927)
continha 0,4% de nitrogénio, enquanto o isolado por MACHEBOEUF (1935, 1937) nédo
continha ésse elemento. Suas propriedades ndo eram as mesmas; engquanto o preparado de
ANDERSON fixava o complemento (PINNER, 1928, DOAN, 1929) o de
MACHEBOEUF n&o possuia nenhuma atividade soroldgica, "in vitro" ou "in vivo".
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O antigeno de WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN, soltvel em benzol e piridina
conterialipdides e talvez fosfolipideos associados a polissacarideos.

Em 1940 FAURE publicou seus estudos sdbre "o0s haptenos lipoidicos da fixagdo da
alexina' isolados dos "bacilos da tuberculina’. E de interesse focalizar suas conclusdes,
pois pela primeira vez é compreensivel arelacdo existente entre 0s antigenos aquosos e 0s
antigenos lipéidicos. Suas conclusdes podem assim ser resumidas:

1.° Pode se extrair 0 hapteno lipdidico contido nos bacilos da tuberculina, diretamente
pela agua. Nos extratos aquosos o hapteno lipdidico acompanha iguamente os
fosfatideos, da mesma forma que nos extratos alcodlicos de bacil os.

2° — A dfinidade do hapteno lipbidico para a &gua € ta que é praticamente
impossivel sujeitar a sua solugdo etérea a lavagem com é&gua, pois ée imediatamente
passa para fase aquosa.

3° — O hapteno lipdidico éinsolavel na acetona fervente.

4° — A agdo combinada da agua, éter, acetona e cloreto de sodio permite lavar a
solugdo aquosa de fosfatideos, com bom rendimento.

5.° — Os preparados mais ativos se apresentam em solugdo cloroférmica, como uma
solucdo perfeita. Por evaporacdo do solvente, o residuo toma uma aparéncia vitrosa,
transparente, quase incolor. A fragcdo mais ativa em fixagdo de complemento é sol(ivel em
cloroférmio, no éter, na piridina e no &cido acético glacial; pouco sollvel no acool
metilico e insolUvel na acetona.

6° — O hapteno, em contacto com a agua, transforma-se em um gel viscoso, porém
limpido. Forma solugéo 6ticamente vazia, comportando-se no entanto como col6ide, pois
apresenta o fendmeno da precipitagdo reversivel pelos sais neutros e por acidificacdo e
nao se dialisa em membrana de colédio.

7.° — A composicdo quimica do hapteno é semelhante a dos &cidos graxos,
associados a glucides, sdo azotados na propor¢do de 3%; os preparados mais ativos
sorol6gicamente parecem consistir de sais de sodio, cédcio e magnésio de &cidos
fosfatidicos, como complexos de &cidos glicerofosfatidicos.

8.° — A atividade hapténica dos preparados mais ativos é perdida quando se faz o
fracionamento dos fosfatideos &cidos. A atividade antigénica estaria ligada a uma pequena
parte déles.

9.° — O hapteno é de natureza lipidica, pois sua atividade acompanha sempre os
fosfatideos e nos diversos fracionamentos ela sempre é achada entre os lipideos.

10° — Apds multiplos fracionamentos vé-se 0 hapteno se concentrar em uma solugéo
gue ndo contém proteinas, nem glucideos livres, mas que possui &cidos glicerofosfatidicos
complexos associados a 6sides e ainosital.

Infelizmente o trabalho de FAURE néo teve a repercussdo que merecia. O mundo
mergulhava, nagdo por nagdo, na Segunda Guerra Mundia e a pesquisadora francesa
paralizou suas pesquisas sdbre os antigenos do "bacilo da tuberculina’.

Nos Estados Unidos PANGBORN se empenhava no isolamento dos fosfolipideos do
coragdo de boi.

No mesmo ano que FAURE publicava seu trabaho, en ALBANY, MAL TANER E.
examinava pouco mais de 40 soros de lepra enviados da Jamaica, utilizando-se do extrato
aquoso do bacilo da tubercul ose.

Até 1949 PANGBORN se ocupou dos fosfatideos do coragdo de boi; isolada a
cardiolipina, aperfeicoou sua extragdo e apresentou métodos mais simples para o
isolamento da lecitina No entanto ja em 1949 PANGBORN voltava-se para
0s antigenos do bacilo da tuberculose. Apontava entdo a dificuldade exis-
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tente na reproducdo de antigenos satisfatorios; tentando reproduzir o preparado de
ANDERSON (1927) verificou que o nitrogénio e fosforo variavam de partida para
partida; se o elemento responsavel pela reacdo de fixagdo de complemento fosse um
fosfatideo complexo, era de se esperar que seu sal de bario pudesse fornecer um antigeno
mais puro. Realmente os antigenos assm preparados reagiam com séro de cavalo
inunizado com tuberculose, porém ndo com séro humano tuberculoso.

O fracionamento do extrato aquoso do bacilo da tuberculose foi feito por PADRON
(1952) ; dois componentes foram encontrados. um reagindo com séro imune de cavalo e
outro fixando complemento em presenca de séro humano. Este comportamento ndo era
estranho agueles que conheciam o trabalho de ILLAND (1951) que demonstrou a
diferenga de resposta a imunizagdo tubercul osa, segundo a 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 antigénica, porém ndo eram sensivelmente
melhores que o primitivo antigeno preparado por simples ebulicdo dos bacilos em agua
destilada.

Esse antigeno aguoso purificado foi empregado por ALMEIDA, CARVALHO e
PADRON (1956) em seu trabaho com soros de lepra e também por ALMEIDA,
PEDREIRA DE FREITAS e BRANDAO (1954) a0 examinarem soros provenientes de
doadores de sangue em S. PAULO.

Depois de longa série de experiéncias, PANGBORN, achou que um bom método de
extragcdo, consistia no tratamento dos bacilos lavados em acetona e secos, com uma
mistura de &cool, &gua e éter. A precipitagdo do antigeno pela acetona permitia sua
separacdo de misturas complexas. O precipitado em acetona, quando tratado pela piridina,
dissolvia-se bem, a maior parte do antigeno, 60%, passando para a piridina. A solugéo em
piridina continha todo o principio antigénico do extrato origina. Esse achado de
PANGBORN féz com que se experimentasse o antigeno descrito por WITEBSKY,
KLINGENSTEIN e KUHN, ja em 1931, como soliivel em piridina e em benzeno. O
antigeno solivel em piridina era composto de lipides e polissacarideos; eram lipopolissa-
carideos, contendo 2% de fésforo e aglcares ndo redutores; a reacdo do carbasol mostrava
apresenca da manose.

Assim em 1954, PANGBORN voltava a ponto de partida assinadado por
WITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN 23 anos antes e chegava a um composto de
atividade antigénica, de aparéncia gelatiniforme ja descrito por FAURE em 1940.

O antigeno soltvel em piridina foi fracionado. O estudo dessas fragGes com soro de
lepra permitiu 0 conhecimento das relagdes quantitativas entre os elementos da reacdo de
fixagdo de complemento pelo "método das curvas de isofixagdo" de ALMEIDA (1956),
levando o observador a refazer conceitos sobre os processos empregados em ALBANY,

N. Y., cominterpretacdo acertada de seus achados.

Andisando curvas de isofixagdo levantadas com soros de doentes de lepra,
complemento e fragdes antigénicas separadas por método cromatografico sobre acido
silicico, ALMEIDA, 1957-b e 1958, mostrou a complexidade das reagdes com lipo-
polissacarideos de bacilos da tuberculose, contaminados com antigenos formadores de
complexos imunes ndo dotados de capacidade fixadora do complemento.

O uso de sistemas modelos para a andlise de resultados obtidos (ALMEIDA, 1956-c;
THOMPSON e ALMEIDA, 1958), pdde mostrar a diversidade de comportamento entre
os soros de lepra e de tuberculose em reagBes de fixacdo de complemento (ALMEIDA,
1957-b).

Antigenos ndo fixadores de complemento, verdadeiros "cripto-antigenos' em
preparados de bacilo da tuberculose afetariam marcadamente a forma das
curvas de isofixacdo. Os dados obtidos no "sistema lepra’, projetados em
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trés coordenadas. antigeno, complemento e soro, descreveriam "superficies iso-
hemoliticas" quando um mesmo ponto fina de reagéo era escolhido (ALMEIDA, 1958).

O método de isofixagdo indicava as conseqiiéncias possiveis no uso de diferentes
doses de antigeno para a determinagdo dos titulos dos soros. A simplificacdo da técnica
exigindo a aplicacéo dos fatbres de conversio deu oportunidade para observar ainfluéncia
da quantidade relativa de complemento fixado sdbre a inclinagdo da fungéo logistica, e
estabelecer os pontos de contato entre as técnicas adotadas em ALBANY e aguelas
empregadas pelo grupo de Heidelberger.

Na comparagdo de antigenos utilizou-se 0 método seqiiencial de andlise de pares de
resultados de maneira semelhante a0 método empregado na padronizagdo dos antigenos
de cardiolipina e dos extratos acodlicos de Cisticercus celtulosae (ALMEIDA
MAGALHAES, 1958).

O presente trabalho indica os métodos de preparo de antigenos extraidos de bacilo da
tuberculose para reagBes com soros de lepra e inclui tabelas construidas para a aplicagéo
de andlise seqliencial de probabilidade direta na comparagéo de partidas de antigenos.

GENERALIDADES SOBRE ASREACOES QUANTITATIVAS DE FIXACAO DO
COMPLEMENTO PELA TECNICA DE WADSWORTH, MALTANER E
MALTANER. PRINCiPIOS BASICOS. NOMENCLATURA EMPREGADA E
METODOSPARA ANALISE DAS CURVASHEMOLITICAS.

As reagdes de fixacdo de complemento sdo traduzidas por diferencas nos graus de
hemdlises; essas diferencas refletem alteragdes da atividade hemolitica complementar,
resultantes da presenca de um complexo antigeno-anticorpo.

As mudangas da atividade complementar sdo evidenciadas pelo uso de métodos
precisos de dosagem do complemento.

A unidade de complemento é a quantidade de soro de cobaia necessaria a hemdlise de
50%. Comparando o nimero de unidades de complemento necessarios para 50% de
hemdlise quando sbro e antigeno estdo presentes, verificaram WADSWORTH,
MALTANER e MALTANER que havia uma propor¢&o direta entre complemento e soro.

Um considerével excesso de soro ndo impede a reagéio de fixagdo do complemento,
mas antigeno em excesso pode diminuir sensivelmente a intensidade da reagdo. Muitas
vezes entdo, necessario se torna gjustar a quantidade de antigeno a ser empregada na
reacdo, a fim de se obter uma intensidade méxima na fixagdo do complemento. Ora, a
quantidade de complemento a ser empregada no teste varia de acordo com a quantidade
do complexo antigeno-anticorpo formado. Devido a interrelacdo, as quantidades de
antigeno, soro e complemento, devem ser proporcionais, de forma a permitir ndo se uma
fixagdo méaxima, como também deixar aproximadamente uma unidade de complemento
livre.

As relagBes lineares entre sdro e complemento, de uma parte, e as encontradas entre
antigeno e complemento de outra, simplificam o gjuste dos €lementos da reacéo.

O método pode ser considerado tridimensional, pois variamos a0 mesmo tempo soro,
antigeno e complemento. A representacdo gréfica de tal reacdo seria um sdlido. Ta
sistema tem recebido criticas severas de muitos sorologistas, porém como veremos no
estudo do sistema lepra, ha real mente necessidade désse gjuste para que se possa ter urna
medida quantitativa da capacidade fixadora especifica do soro |eproso.

Dexde que conhegamos a relacdo entre complemento e antigeno, por experimentagdo com
soros de diferentes pogitividades, podemos organizar um teste preliminar para a exclusio dos
soros negetivos. Soro a examinar € posto em contacto com uma dose de antigeno capaz de dar
reacao maxima com soros fracamente positivos; a quantidade de complemento a ser usado no
teste depende das condicdes em que a reagéo € feita. Quando a incubagéo preliminar é a
37°C, solugdes diluidas de complemento deterioram-se, exigindo uma correcdo
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da unidade de complemento; em geladeira, a deterioragdo € desprezivel, ndo sendo
necessaria qualquer corregcdo. A quantidade de complemento a ser usada num teste
preliminar para exclusdo de negativos é achada experimentalmente. Em varios sistemas
estudados pela técnica de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, trés unidades
de complemento tém sido empregadas no teste preliminar.

SimplificagBes tém sido propostas para a técnica quantitativa de MALTANER; uma
delas utiliza-se de dose Unica de antigeno, seis unidades de complemento e faz variar o
soro; areatividade do soro é calculada na base da diluicdo capaz de dar 50% de hemdlise,
guando 6 unidades de complemento estdo presentes. O método adotado nos servicos de
rotinade sifilisem ALBANY foi proposto por MALTANER e GNESH (1948).

Esse método traz graves erros, pois soros de diferentes titulos, podem, numa mesma
diluigdo, dar o mesmo grau de hemdlise, sendo mantidos constantes o complemento e o
antigeno. Basta que a linha de regressdo soro-complemento tenha diferente inclinagdo. O
método ndo pode ser recomendado em sistemas como lepra, em que a proporgéo entre
complemento e soro é observada somente quando se computam 0s acréscimos em fixagao
em relaco aos volumes de sbro empregados.

A medida da reagdo de fixagdo do complemento é feita segundo circunstancias da
prépria reagdo ou método. Alguns autores déo o titulo do sbro em termos da diluicdo
capaz de dar um determinado grau de inibicdo da hemdlise; outros como CALMETTE e
MASSOL (1909) determinam a reatividade do séro pelo consumo de complemento.

WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1931) utilizaram ambos os critérios:
diversas quantidades de sdro sdo postas a reagir com quantidades apropriadas de antigeno
e doses variadas de complemento. O titulo do soro é baseado no nimero de unidades de
complemento que seriam necessarias para 50% de hemdlise se soro ndo diluido fosse
empregado com a dose 6tima de antigeno.

E feita a dosagem de complemento, como primeiro passo; a unidade de complemento
é aguela quantidade que determina 50% de hemdlise nas condi¢Bes do teste que sdo
mantidas constantes; temperatura, volume dos reagentes (total), quantidade de hemacias
sensibilizadas, tempo de hemdlise.

Baseados nos resultados obtidos por BROOKS (1920), WADSWORTH,
MALTANER e MALTANER propuzeram-se a determinar as mudangas que ocorrem na
atividade do complemento, nas reacoes de fixagdo. BROOKS mediu sbmente peguenas
variagdes de complemento produzidas por luz ultravioleta; ficou evidente que maior
precisdo poderia ser obtida comparando as quantidades de complemento capazes de
produzir 50% de hemdlise.

Na reagdo de fixacdo, apds incubagdo com sdro imune e antigeno, um maior volume
de complemento é necessario para hemdlise de 60%; natécnicade ALBANY os titulos se
referem sempre ao complemento que juntado a reacdo, ainda deixa depois da fixagdo uma
unidade livre.

Comparando as mudangas produzidas no complemento por vérias quantidades de
antigeno e de sdro-imune e projetando as curvas hemoliticas obtidas, as seguintes relagdes
puderam ser achadas:

1.° — A mudanca na atividade do complemento (ou a quantidade de complemento
fixado) é diretamente proporcional a quantidade de antigeno presente, desde que um
definido excesso de sbro-imune sgja usado.

2° — A mudanca na atividade do complemento é diretamente proporciona a
guantidade de sbro-imune usado, desde que uma quantidade de antigeno (dose 6tima)
capaz de dar umareagdo maxima, sgja empregada.

3 ° — Umareagdo constante existe entre a quantidade de antigeno, na presencga de
um excesso de sbro-imune e a quantidade de sbro-imune na presenca de um excesso de
antigeno que produzem a mesma mudanca na atividade do complemento.
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Essas relagBes servem de base para as reagbes quantitativas de fixagdo de
complemento, segundo atécnicade W. M. M.; as mudangas na atividade do complemento
sf0 indicadas em unidades 5010; nos Gréficos 1 e 2 ésses valores estdo no eixo das
ordenadas; em abcissas, as quantidades de antigeno ou de sbro empregado (em ml).

Para contréle da reacdo, dosagens de complemento sdo feitas em presenca de antigeno
ou de sbro, para 0 conhecimento da atividade anticomplementar désses elementos.
Dosagens de complemento foram praticadas com misturas de sbro e antigeno,
determinando-se diretamente qual a quantidade necessaria para 50% de hemdlise, para
diferentes diluicdes de soro.

O numero de unidades de complemento necessérias para hemdlise de 50% projetado
contra os volumes de sbro empregados determinava pontos sabre uma reta O
conhecimento da relagdo linear entre sbro e complemento permitia calcular qua seria o
nimero de unidades de complemento necessarias para 50% de hemélise, com 0,05 ml de
soro.
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Uma reagdo com tal técnica seria impraticavel em servicos de salde publica. Se
fosse conhecido o valor médio da constante h da equagdo que relaciona
hemdlise com complemento, astaria um tubo com hemdlise parcial, para que
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0 nimero de unidades de complemento necess&rias para 50% de hemdlise pudesse ser
caculado. Na prética seria a dosagem de complemento, com um Gnico tubo.

Determinaram-se experimentamente quais as modificagbes das curvas hemoliticas, por
efeito do soro, antigeno, complexos imunes, temperatura de incubacdo, periodo de hemdlise,
paradiferentes s stemas de fixagao do complemento.

As mudangas ocorridas na forma das curvas hemdliticas traduzidas em vdores
paramétricos, foram constantes paraum mesmo sisema.

O conhecimento das congtantes paramétricas da linha de regresséo, tracada como uma
curva sgmdide transformada, permitiu o levantamento de tabelas que tornaram prético o teste
quantitativo.

Em trabalho anterior (ALMEIDA, 1950) mostramos, com exemplos, que as curvas
sigmoaides de resposta, obtidas nas dosagens de complemento, podiam ser expressas em outros
sstemas de coordenadas e mencionamos dois mais comumente usados: o probitico e o
logistico.

Na base de concordéncia dos resultados experimentais com os vaores calculados, ambos
0s sstemas de coordenadas permitem a retificagdo da curva sgméide obtida quando se
projetam quantidades de complemento contra hemdlises; é impossivel dizer qua dos dois
sgtemas serve melhor ao uso nas dosagens de complemento.

Os prohitos foram usados por IPSEN (1941) em seus estudos sbbre lisinas bacterianas,
empregando "pesos’ para melhor seguir a linha de regresséo, de acordo com a hemdlise
observada. Naopinido de THOMPSON (1948) o sistema de pesos € usado para casos em que o
nimero de individuos é relativamente pequeno (20 ou menos) e toma em consideracio
somente a suposta fonte de érro, a variagdo biolégica na ressténcia individual a0 agente em
questdo e o é&rro da amostra usando ésse nimero de individuos, ésse sistema néo € gpropriado
para o caso em que 0 nimero de individuos é grande, como por exemplo, nos testes de fixacdo
de complemento quantitativa, em que o nimero de hemacias é de cem milhdes ou mais em
cadatubo.

VON KROGH foi 0 pioneiro no uso de transformacdo de dados experimentas de bio-
ensaios. Seu trabalho sbbre hemdlise hoje é cléssico e utilizado largamente para a determinacao
da quantidade de complemento necesséria paraum estipulado grau de hemdlise.

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

IogleogK+hlog( y)
I—y

ondex = complemento ey = hemdlise; K e h so parémetros.

Ao s fazer a reacBo de fixacdo de complemento, praticamos uma dosagem de
complemento em presenca do complexo fixador, depois de um periodo de incubacdo
preliminar. Nesse caso, medimos hemdlises resultantes do complemento residua C sbbre as
hemécias senshilizadas. A curva hemolitica, nessas condigbes, é ainda uma sigmdide e a
funcao logistica é empregada para traduzir os dados experimentais. Entdo podemos considerar
dois métodos de andise dos resultados obtidos:

1.° METODO: — A curva hemolitica é tragada projetando os dados no sistema de
ordenadas: log x' e logitos de y. Os pontos caem numa linha reta na qual se pode determinar
qua aquantidade de complemento X' que seria necessaria a ser empregada nareagdo paraque a
hemdlise fosse de 50%. Por definigdo X' =K.
Essalinhade regressio tem umainclinagéo que éigud:

h = Alogx
X TATogioy”
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Esse é 0 méodo utilizado por W. M. M. em seus estudos sbbre as reacBes
quantitativas de fixaco do complemento, onde sempre se procura determinar qual seriaa
guantidade de complemento necess&ria a uma determinada reagdo, para que, depois da
fixag8o, sobrasse uma unidade livre de complemento.

2.° METODO: — Depois daincubacio preliminar onde complemento, antigeno e soro
estdo presentes, determina-se a quantidade de complemento deixada livre. A curva
sigmoide é retificada por projecdo no sistema de coordenadas: log de V' e logitos de
hemdlise. V' significa volume da mistura; ainclinagéo da reta é dada pela expressdo:

h = AlogV’
V' —Atogitoy

Esse é 0 método utilizado por MAYER ET AL (1948) e recentemente empregado por
BIER, SIQUEIRA e FURLANETTO (1955) em seus estudos sobre a reagdo quantitativa

entre cardiolipina e soro sifilitico. Em determinadas condiges h'y pode ser igual ah' v/,
como mostraremos ao tratarmos dos fatéres de conversdo para o sistema lepra.

A nomenclatura uniforme proposta por THOMPSON et al. em 1949, foi adotada neste
trabalho, tanto para traduzir as condigbes da reagdo, como para nomear 0S varios
elementos do sistema de fixagdo do complemento.

As diferentes condigBes em que o teste é feito, modos diversos como se alinham os
elementos da reag8o tornam necesséria a adogdo de simbolos claramente definidos. As
discussbes dos resultados poderdo ser feitas sem a necessidade de a cada passo definir os
conceitos, que entdo se repetiriam por todo o texto déste trabal ho.

Introduzimos, por necessidade de exposicdo das condigdes em que a reagdo é
praticada, algumas expressies, definidas como se seguem:

K's, a= K' quando soro estd em excesso na mistura da reagéo.

K's, A = K' quando o antigeno esta em excesso, em relagdo a quantidade de soro
usada.

O parametro h' toma igual designacdo, para significar se sdro ou antigeno estéo em

excesso:h's 3 e h'g A.

K's, A = K' gquando sbro e antigeno estéo em equivaléncia; nessas condigBes a

quantidade de complemento fixada € maxima. Tal valor corresponde aK's, A
como definido enm WADSWORTH (1947).

PREPARO DE ANTIGENOS DO BACILO DA TUBERCULOSE. ANTIGENOS
AQUOSOS PRECIPITADOS; TECNICA DE PREPARO. O ANTIGENO
SOLUVEL EM PIRIDINA; FRACIONAMENTO. PROPRIEDADES GERAISDOS
ANTIGENOS.

Os antigenos do bacilo da tuberculose aqui estudados foram preparados por dois
métodos. o primeiro faz a extragdo dos bacilos com agua fervente, enquanto o segundo o
faz com uma mistura de &gua-éter-dcool, a frio. O primeiro método € empregado no
preparo do antigeno aquoso precipitado; o segundo nos fornece o materia que sera
solubilizado pela piridina.
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ANTIGENO AQUOSO PRECIPITADO

O antigeno aquoso precipitado €, de acérdo com PADRON, preparado a quente, com
a seguinte técnica:

1.°— Dois gramas de bacilos secos, préviamente tratados pela acetona, sdo extraidos
com 100 ml de &gua destilada. Levar a ebuli¢do, mantendo a suspensdo em agitacao, por
meio de umrotor elétrico. Deixar extrair por 90 minutos.

2.°— Centrifugar a quente a 3000 rpm durante 30 minutos, em copos de 250 ml.

3.2 — Colhér o sobrenadante e ressuspender as celulas em outros 100 ml de agua
destilada; repetir o processo de extragao, combinando os dois sobrenadantes. Esse é o
extrato total bruto.

4° —Edfriar o extrato, deixando em geladeira por tdéda a noite. Ajustar opH a4,0 +
0,1, comé&cido acético 5 M; levar de novo a geladeira. Se ndo houver precipitado, juntar
1,0 ml da solugéio a 1% de cloreto de sadio. Deixar precipitar no frio. Centrifugar em
centrifugador refrigerado a 3°C. Desprezar o sobrenadante.

5.2 — Dissolver o precipitado em 20 ml de agua destilada, ajustando-se o pH a 7,2
com NaOH n/1. A solugao turva encerra todos os antigenos do extrato bruto.

6.°— Ajustar o pH a 8,5 e juntar 2/3 do seu volume da mistura cloroférmiobutanol
(5:1), em funil separador de 150 ml (modelo SQUIBB). Agitar por 10 minutos.
Centrifugar o funil por 40 minutos a 3000 rpm (suporte INTERNATIONAL n.° 392).
Colher a camada aquosa em outro funil e repetir o tratamento com a solugéo
cloroférmio-butanol, na proporgéo de 1/5 do seu volume.

7. — Combinar as camadas aquosas que contém cloroférmio emulsionado e butanol
dissolvido, além de corpos bacilares e material insolGvel. Centrifugar a 5000 rpmem
SERVALL durante 1 hora. Colher- o sobrenadante.

8.2 — As camadas de cloroférmio sdo combinadas, ajustar o pH a 8,5 antes de agitar
por 10 minutos com agua destilada alcalinizada ao mesmo pH, em volume igual a metade
da solucdo cloroférmica. Centrifugar. Fazer duas extragGes com agua, combinando os
extratos aquosos que entdo sdo concentrados em vacuo, em corrente de CO,. O extrato
aquoso concentrado e entao misturado ao sobrenadante aquoso, descrito em 7.°.

9.°— AsfragOes aquosas combinadas sdo dializadas contra dgua destilada por toda
a noite, com constante agitacao.

10.°— O antigeno aquoso dializado é entéo liofilizado e o0 pd resultante é tratado por
uma mistura de alcool-éter (1:1); agitar por uma hora, em funil e centrifugar, em tubo.

11.° — O pd seco obtido depois do tratamento alcool-éter é tratado com agua
destilada a quente. A solucao resultante opalescente contém ainda material insolGvel que
éretirado por centrifugacao.

12.° — Juntar mertiolato para uma concentracéo final de 1 :10.000. A solugéo é o
antigeno aquoso precipitado que reage com soro de lepra e de tuberculose (humana),
mas ndo com sito imune de cavalo.

13.° — A parte solivel em alcool-éter, quando tratada pela agua e dializada, para
remocdo dos solventes organicos da uma solugdo também opalescente que reage com
soro de cavalo imunizado a tuberculose, mas nao fixa complemento com Miro humano de
lepra ou de tuberculose.

ANTIGENO SOLUVEL EM PIRIDINA

A observagcdo de que os antigenos do bacilo da tuberculose eram sollveis 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
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piridina em SOXHLET; o extrato piridinico era séco e o residuo dissolvido em benzeno, depois
do tratamento com acetonaaquente.

A parte inolvel em acetona e sollivel em benzeno € lecitinada. O antigeno de W. K. K. é
evgporado e suspenso em solugZo fisioldgica, logo antes de usar.

PANGBORN (1955) verificou que a0 se fazer a sugpensio sdina do antigeno de W. K. K.
uma parte ficava insolivel e na base do rendimento em antigeno, sdecionou um método para
preparar 0 antigeno solivel em piridina. Esse antigeno, chamado em nosso trebaho de H-A5 é
feito de acOrdo com a seguinte técnica

1.°—Bacilos secos em acetona, sao extraidos a frio com uma mistura de alcool-agua e éer
(1:1:0,6), comfregliente agitacao, por uma hora.

2.°—Centrifugar. Colhér o sobrenadante. Os bacilos o re-extraidos, depois abandonados.
Os sbrenadastes Ao combinados e concentrados por destilagdio a vacuo. A solucéo fortemente
opalescente é tratada por parte igual de acetona e solugdo hipertdnica de cloreto de sadio, para
isotonisar.

3° — Dexar em geladera por uma noite. O precipitado é colhido por centrifugacdo e
lavado vérias vézes emacetona, antes de secar.

4.°—Disolver o precipitado séco em agua detilada, a quente. Centrifugar en SERVALL, a
5000 rpm por uma hora. Desprezar o sedimento.

5.2 — O sobrenadante é re-precipitado com acetona e doreto de calcio, como préviamente.
Secar o precipitado, lavando-o varias vézes em acetona. O precipitado s8co é entdo extraido com
piridina emtemperatura ambiente por 24 horas, comagitacéo fregliente.

6.° — A parte 0ltvel em piridina representa 60% em peso do precipitado e tem toda a
atividade antigénica do extrato original.

7.° — Evaporar a piridina por destilagdo a vacuo. O po resultante € dissolvido em agua
destilada na proporgdo de 0,1 g para 100 ml de agua. Isotonisar com cloreto de sodio. Esseéo
antigeno designado por PANGBORN como HA-5.

PROPRIEDADES GERAISDOSANTIGENOS

O antigeno aquoso precipitado é bastante impuro, contendo proteinas desnaturadas, acidos
nuclécos e grande quantidade de carboidratos associados a fosfolipideos. Sua solubilidade em
agua, a presenca congtante de polissacaridens, sugerem que a dividade antigénica edga
relacionada com asses compostos, uma vez que a parte lipidicando reagia com o sbro humano de
tuberculose. Um dos fosfatideos que reage com o soro de cavalo, quando associado a lecitina e
colesterol, fixa complemento com soro sfilitico, de mandraidéntica a cardioliping, da qua néo
pode ser diferenciado sorol ogicamente (PANGBORN, 1952).

O extrato aquoso preparado pelatécnica de PADRON parece conter 0 antigeno ligado auma
cadeia lipidica que |he confere solubilidade nos solventes orgénicos. Esse complexo pode ser
decomposto por tratamento com dcoal metilico, mas as tentativas feitas para o isolamento do
antigeno néo foram felizes.

Em resumo, o principio antigénico do extrato aquoso € resigente ao caor (100°C), insolve
na acetona e no dcool a 96° G. L., solive na piridina, ndo precipitavd pela mistura dcool
butilico-cloroférmio; sol(ivel na mistura aquosa, depois do tratamento com dcool-&er, ndo é
didisavd. Reacdo a0 carbasol postiva (polissacarideos). Em detroforese gpresenta quatro
componentes. 0 primeiro corresponde a 20% do totad com mobilidade igud a 17,5; 0 segundo,
40% do tota, com mohilidade de 8,76; o terceiro, corresponde a 16% do antigeno totd, com
mobilidade de 3,75; o quarto componente, 24% da mistura, com muito baixa mobilidade para ser
medida. A mobilidade é dada em t&rmos de 10—° cm? volt—*—seg—". em 0,1 N de solucéo
fosfatadatampéo de p11=7,7.

O antigeno solve em piridina pdde ser fracionado pdo metanol. A parte solave contém
praticamente tdda a aividade antigénica do antigeno de piriding essa fragdo contém
goroximadamente 1,77% de nitrogénio, 45% de manose e perto de 50% de &cidos graxos. Reagio
de MOLISH negativa, mas dduma caracteristicacOr marrom (damanoss) com o carbasol.
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Quando a solugdo em metanol é séca e tratada pela &gua, toma um aspecto de gelatina
incolor, com um leve tom fluorescente azulado, sob a luz de WOOD. Quando se junta
cloreto de sddio, aparece uma turvagao, porém ndo precipitacdo.

Essa fragdo seria um lipopolissacarideo e provavelmente € o mesmo isolado por
FAURE em 1940, por métodos diferentes.

Outra fragéo isolada do extrato soltvel em piridina contém 05% de fosforo e 0,9% de
nitrogénio; é precipitada pelo metanol e apresenta-se com grande turvagdo em solucdo
aquosa; ndo contém agucares e é provavel mente composta de lipides.

As fragOes solUveis em piridina, metanol e acetona, apresentam reacdo de MOLISH
negativa, carbasol positiva com aparéncia ndo caracteristica. Um dos fosfolipideos
isolados dessa mistura reage com soro sifilitico, quando em mistura alcodlica com lecitina
e colesterol. Outro componente encontrado muito se assemelha a uma cera, inativa
sorol ogicamente (PANGBORN e ALMEIDA, 1955).

OSELEMENTOS DA REAGAO DE FIXACAO DE COMPLEMENTO.
HEMACIAS DE CARNEIRO. HEMOLISINA. COMPLEMENTO.

HEMACIAS DE CARNEIRO

Selecionar carneiros que apresentem indice de fragilidade globular normal. O sangue
€ colhido em solucéo citratada e glucosada de ALSEVER, segundo BUKANTS, REIN e
KENT (1946) e mantido por uma semana em geladeira para a estabilizag@o da resisténcia
globular.

Na ocasido de ser usado, 0 sangue é centrifugado; desprezar o sobrenadante e
ressuspender o sedimento em solucdo fisiolégica. Centrifugar de novo e repetir o processo
de lavagem até que o sobrenadante se apresente isento de albumina.

Utilizar, para a reacdo, pelo menos trés diferentes sangues; misturar os sedimentos
depois de lavados, evitando-se a sensibilizagdo de hemécias por isoaglutininas.

Preparar a suspensdo a 5% juntando a quantidade necessaria de solugdo salina. Aferir
a suspensdo em fotdmetro onda de 545 m, (filtro verde-amarelo) (ALMEIDA, 1950) ; a
solugéo de 0,1 ml da suspensdo em 1,4 ml de &gua destilada deve ter uma densidade 6tica
igual a0,50 + 0,01.

HEMOLISINA

Inocular coelhos selecionados (por possuirem amboceptores naturais anti-carneiro)
com hemécias e soro de carneiro, segundo o método de ULRICHMACARTHUR (1942).

Ao soro do coelho imunizado juntar parte igual de glicerina quimicamente pura. Neste
trabalho, hemolisina significa sdro-hemolitico glicerinado.

Para sua dosagem, a hemolisina é diluida e as solugbes sdo experimentadas na
sensibilizacdo de hemécias padronizadas que ent& sdo incubadas a 37°C por 15 minutos,
em banho-maria, em presenca de quantidade constante de complemento.

A quantidade de complemento utilizada deve conter 1 unidade 50 por cento
(aproximadamente 0,3 ml da solucdo a 1:200 de sbro de cobaia).

As hemodlises parciais obtidas com hemécias diversamente sensibilizada: permitem
definir nessa dosagem duas zonas bastante nitidas. Na primeiraa hemolises crescem com a
maior concentragdo de hemolisina usada; nesse caso a hemdlise obtida depende do grau de
sensibilizagdo da hemacia; na segunda zona. os graus de hemdlice sdo sensivelmente os
mesmos, embora cada tubo contenha hemécias diferentemente sensibilizadas. O primeiro
tubo, que € o limite entre a primeira e segunda zona, indica a concentragdo de hemolisina
gue produzia asensibilizagdo maxima dos globulos. Outras concentragBes mais el evadas de
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hemolisina ndo mais influem na hemdlise. Os glébulos se comportam como se estivessem
saturados de hemolisina.

A dose 6tima de hemolisina assim determinada é utilizada na sensibilizacdo das
hemécias para uso na reagdo. Hemécias praticamente saturadas sdo insensiveis a ulterior
acréscimo de amboceptores hemoliticos, conto os encontrados freqlientemente no saro
humano. Nesse caso hemécias Gtimamente sensibilizadas funcionam apenas como
indicador de complemento livre e a hemdlise independe da presenca de hemolisina. Ora
essa é a condicdo bastante e necesséria para o indicador hemolitico funcionar para
evidenciar complemento, segundo o grau de hemalise obtido.

COMPLEMENTO

Soros de cobaias (em média 30 cobaias, machos), de sangue colhido por pungdo
cardiaca, sdo centrifugados, numerados e submetidos as provas individuais de atividade
hemolitica.

A importancia prética dessas provas foi demonstrada por GILBERT (1933), HAZEN
e GREENSPAN (1936), GIORDANO e CARLSON (1939) e HARRIS (1941) em
diversos sistemas e técnicas de fixagdo do complemento, quando ao lado da atividade
hemolitica faziam a prova da reatividade do antigeno em presenca do complemento, mas
na auséncia de anticorpo. Soros deficientes ou muito potentes em atividade hemolitica ou
aquéles que se combinam com o antigeno, devem ser evitados. Os soros de cobaia de
atividade normal sdo entdo misturados, distribuidos em pequenos volumes e mantidos
congelados.

WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1931) definiram as capacidades
hemolitica e de fixagdo, como™ propriedades distintas no complemento; ndo se poderia
medir a capacidade de fixagdo do complemento pela sua atividade hemolitica. Em um
determinado saro de cobaia a atividade hemolitica pode ser grande enquanto existe pouca
fixabilidade. Quando se preserva complemento com solugBes boratadas, mantém-se a
capacidade hemolitica, mas o complemento vai perdendo sua fixabilidade. O uso da
mistura de muitos soros de cobaia resulta da observacdo de que pode haver uma
proporcdo estatistica entre as duas propriedades, dando ao complemento um
comportamento uniforme. Nessas condigdes pode-se determinar a fixacdo do
complemento pelas mudangas ocorridas em sua capacidade hemolitica.

O complemento é dosado em presenca de hemécias étimamente sensibilizadas.
Complemento, em diluicdlo em sdlina é distribuido em diferentes quantidades
(compreendendo de 0,00050 até 0,00250 ml de complemento ndo diluido) em tubos
calibrados de 12 por 75 mm. Completar o volume para 0,3 ml com solucéo sdina e
acrescentar 0,2 ml de hemacias sensibilizadas. Ap6s 15 minutos a 37°C, juntar aos tubos
1,0 ml de solucéo fisioldgica gelada, agitar e centrifugar. Ler hemdlise no sobrenadante,
por meio do colorimetro foto-el étrico.

Em papel logito-logaritmo projetar os dados da dosagem: complemento (x) e hemdlise
(y), respectivamente logaritmos e logitos. Pelos pontos tragar uma reta que entdo
determina na intersecgdo com a abcissa 50% de hemdlise um ponto que projetado sdbre o
eixo das ordenadas, determina a quantidade de complemento necessé&rio para 50%, de
hemdlise, ou seja a unidade, por definicao.

A unidade de complemento normalmente vai de 0,00100 a 0,00175 ml, enquanto a
inclinacdo da linha de regressdo de sua dosagem tem um valor em redor de 0,2 + 0,02.

Se 0 complemento dosado estiver dentro désses limites, solucbes sdo preparadas
contendo uma, duas, trés, seis, nove e doze unidades em 0,1 ml. Feitas as solugdes, faz-se
um teste de prova com cada uma delas, para evidenciar qualquer possivel éro nas
diluigBes. Manter as soluctes em galo fundente até usé-las.

As soluctes de complemento sdo preparadas diariamente, assim como a suspensao de
hemécias.
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REACAO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO COM SORO DILUIDO.
EFEITO DO DILUENTE SOBRE O TITULO DO SORO.
ACAO DO CALCIO E MAGNESIO.

ORO HUMANO

O sro humano é empregado diluido ou ndo, na quantidade de 0,05 ml sendo que o volume
total dareacdo, antes de sejuntar o indicador hemolitico, € de 0,3 ml € 0,5 ml depois.

Quando necessario o soro é diluido. O diluente usado tem variado segundo as técnicas;
s0ro normal tem sido empregado na reacdo de WASSERMANN quantitetiva de W. M. M.;
outros sistemas, como tuberculose, empregam solugdo salina boratada enquanto a escola de
BIER recomenda o0 uso da solugdo tamponada de veronal, com quantidades gpropriadas de
cacio emagnésio.

O sbro humano é inativado por aquecimento a 56°C durante meia hora, no dia em que a
reacéo é feita. O soro € mantido estéril, distribuido em volumes de 1,0 ml em geladeiraou em
congelador.

Quando 0 sOro se gpresenta turvo pela presenca de gorduras, costumamos filtralo em
SEITZ EK; 0 sbro limpido é entéo inativado.

As diluicBes sfo feitas em série aritmética, sempre a partir do soro origind. Procuramos
trabalhar com concentragdes de soro que se diferenciam uma das outras por uma quantidade
exata e constante.

DILUENTE

E quase sempre necessario diluir o sbro reagente de lepra, na sua forma lepromatosa, uma
vez que ostitulos s8o maiores que 10, namaior parte dos casos.

Soro diluido é entéo experimentado com diferentes quantidades de antigeno e de
complemento.

E de interésse saber qual a influéncia exercida pelo diluente nas reagdes de fixacio de
complemento em lepra.

Experimentamos de inicio a solugéo fisiolégica tamponada com borato, comparando com
s9ro humano norma como diluente; em seguida comparamos a solugdo boratada com o
tampdo de veronal, com ou sem metais (cd cio e magnésio).

Os resultados so dados em titulos, definidos de acordo com a técnicade W. M. M., e
determinados pelo Método | descrito em WADSWORTH (1947). O Quadro | mostra os
resultados obtidos com solug&o salina boratada e siro normal usados como diluentes do soro de
lepra.

As discrepancias maiores que 16% definem "reaces defetuosas’ segundo o conceito
adotado para a avaliagdo e classficagd de observagles, em testes de andlise seqiiencia
(THOMPSON, 1949).

Em série padéda de testes em duplicda THOMPSON e SILVERSTEIN (1954)
encontraram gpenas 1% de observagtes "defeituosas’ em 300 pares de reagBes, utilizando o
mesmo diluente e 0 mesmo antigeno.

Os nossos dados sugerem ser o diluente o responsavel pelo maior nimero de reagOes
defeituosas encontradas; ndo se observa nenhuma tendéncia para titulos mais dtos, segundo o
diluente empregado.

S6ro humano normal utilizado nessa série de experiéncias foi cuidadosamente selecionado
de criangas, com menos de 5 anos de idade e com prova negativa a tuberculina. Todos os soros
foram antes experimentados com 3 unidades de complemento e com dose étima de antigeno.
Somente foram utilizados soros que em 10 minutos de incubagdo a 37°C mostraram hemdlise
total. A incubacdo preliminar foi de 90 minutosa37°C.

De sessenta soros examinados 48 mostraram hemdlise total em 10 minutos e os restantes
em 15 minutos a 37°C. Nenhum dos soros reagiu na prova quditatiiva de fixagdo de
complemento com o antigeno HA-5 | ecitinado a 0,05%.
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QUADRO |

TITULOS DE SOROS DE LEPRA LEPROMATOSA DETERMINADOS POR REAC;~AO DE
FIXACAO DO COMPLEMENTO QUANTITATIVA E DILUIDOS EM SOLUCAO
FISIOLOGICA BORATADA OU SORO HUMANO NORMAL.

Séro n.° |  Sol. boratada I\ Séro mormal ‘} Discrepéancia
i \ I achada
575 | 24 \ 25 I 4,1%
936 i 28 i 28 l| 0
536 g 12 ] 14 | 15,3 7%
1019 | 26 ; 22 | 16,7%
105 | 48 | 48 0 %
1066 \ 80 { £6 \ 7,20
1200 | 37 ‘ 35 } 5,5%
4965 l 434 } 446 ; 2,7%
649 ; 38 { 47 § 21,2%
499 \ 11 E 12 } 9,5
1068 l 160 ! 148 | 7 8%
1051 | 16 | 15 | 23.,6%
1065 & 325 i 340 \ 45%
576 f 272 ‘, 290 l 6A4%
1227 | 420 | 420 ] 0 %
99 ]} 780 [! 710 : 9,4%

OBSERVAGCAO: antigeno usado: HA-5 lecitinado a 0,005%. Soro normal: mistura de soros de
criangas de 2 a5 anos de idade, tuberculino negativas (Mantoux a 1:10).

A solucgo fisiol 6gica boratada é preparada diluindo um volume da solugéo tampéo de
borato em nove volumes de solugdo a 8,5 g %0 de cloreto de sddio. A solugdo tampéo de
borato é preparada tomando 6,2 g de &cido boérico em um copo com 52,5 ml de soda
normal. Dissolver e passar para um baldo volumétrico de um litro; juntar 47,5 ml de &cido
cloridrico normal. Completar o volume com agua destilada. Distribuir e autoclavar por 30
minutos a 115 libras de pressdo.

A solugdo salina de veronal foi preparada diluindo 85,0 g de cloreto de
sédio, 5,759 de acido 5-5-dietil-barbitirico e 3,75 g de 5-5-dietilbarbiturato de
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sodio em 2 litros de &gua destilada. Ao usar, diluir uma parte dessa solugéio em 5 partes de
agua destilada. Juntar entdio céalcio e magnésio para as concentracoes respectivas de
0,0015 M e 0,0005 M.

O efeito do magnésio em salina tamponada com veronal foi estudado por MAYER ET
AL. (1946) que concluiram dever ser recomendado seu uso nas reacOes de fixacdo de
complemento. O complemento se mostrava mais ativo com magnésio que com solugéo
fisiolégica

MALTANER e ALMEIDA (1948) mostraram que o €feito ativante do magnésio era
inibido pelo sbro humano inativado quando usado nas proporcdes empregadas por W. M.
M.; ésse antagonismo, sdro-magnésio produzia distor¢do nos titulos dos soros sifiliticos
testados pelatécnicade ALBANY ; tal mudanca na reatividade do soro podia ser corrigida
introduzindo no célculo do titulo o contréle do soro.

Em uma série de trabalhos LEVINE ET AL (1953, 1954) estudaram o papel
desempenhado pelo cédcio ionisado na fixagdo do complemento e concluiram ser ésse
elemento essencial a reagdo. O célcio seria necessario a unido do complemento ao
complexo antigeno-anticorpo, a0 passo que 0 magnésio agiria, por mecanismo
desconhecido, sabre a ativagdo da hemdlisg; dois metais seriam indispensaveis
i6nios nas reacdes de fixagdo do complemento.

Estudando o efeito da diluicdo do sbro de lepra com salina-veronal, com célcio e
magnésio, em comparagdo com a titulagem feita com diluicdes em sdina boratada,
verificamos pronunciada ateragdo na reacdo quanto a quantidade de sbro capaz de dar,
em presenca do antigeno, 50% de hemdlise com 6 ou 12 unidades de complemento. Os
testes foram feitos ab mesmo tempo.

Observamos que quando soro inativado esta presente, a agdo ativante do magnésio é
inibida. Os Protocolos | e Il mostram que se considerarmos as duas reagtes com 0 mesmo
valor absoluto da unidade de complemento (em termos de soro de cobaia) os titulos sdo os
mesmos, quer em salina boratada, quer em salina-veronal com metais, pois 1,65 unidades
verona equivalem a uma unidade salina-boratada.

As inclinagBes das linhas de regressdo sOro-complemento so iguais e portanto 0s
titulos por acréscimo sdo os mesmos. Se aplicarmos 0 Método | (WADSWORTH, 1947)
para a titulagem désse soro diluido em saliina boratada ou em veronal com cécio e
magnésio, verificaremos que o titulo do sbro ndo variou, corrigida a unidade de
complemento com o contrdle do séro (MALTANER e ALMEIDA, 1948).

Como célcio e magnésio sao necessarios a fixagdo do complemento e a hemdlise, a
experiéncia sugere que existe no séro humano quantidades apropriadas desses elementos.

Na técnica quantitativa de W. M. M. a quantidade de soro é relativamente grande em
comparagdo com 0s outros elementos, pois empregamos 0,05 ml de sdro para um volume
total de reagdo igual a 0,3. Se a dilui¢do do sbro é feita com sdro humano normal, néo
havera razGes para suplementar com Ca*" e MG'™ o teor asses iGnios presentes na reagio.

Consideramos portanto desnecess&rio na técnica que adotamos o uso da solucdo
tamponada de veronal, com Ca™ e MG™ pois usamos diluir o soro leproso em soro
normal. Os outros elementos da reacdo sdo diluidos em salina boratada.

OBSERVACAOQ: — Os Protocolos | e || mostram reagdes praticadas com diferentes
doses de antigeno. Como veremos mais adiante, os titulos por acréscimo néo sdo afetados
por excesso de antigeno. A comparagdo dos titulos se deve fazer depois de corrigir a
unidade para um dos sistemas. veronal—Ca™ — MG ou salina boratada.
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CALCULODETITULO

AK’ 0,05
s A

T=
A SORO

De acbrdo com as hemolises parciais obtidas com 12 e 6 unidades de complemento,
calculamosK' g A paracadadiluiggo de antigeno (TABELA 11).

REACOES COM SALINA-BORATADA

| T

|

HEMOLISE % ‘\ {

. K’ | A SORQ | A K’ r

SORO |— ] s, A | ! s,A | TITULO

sU | 12U i \ |

| | L r |

\ | f | f

0,030 | I 50 12 [ | !
0015 | 45 | | 62 | 0015 | 5,8 i 19,3

0,030 | | 25 | 155 | | \‘
0,015 | 10 | \ 89 | 0015 | 6.6 i 22,0

0,030 | ,‘ 35 ! 136 | { |
0,010 | 85 i | 49 | 0,020 | 8,7 i 21,8

0,030 | l 35 | 136 | | {
0010 | 80 J | 51 | 0,020 | 8,5 i 213

| | | \' ( |
TITULO MEDIO 21,1

BEACOES COM VERONAL — Cay 4 Mgq 4

l I l [ l

0,010 \ [ 75 | 103 | | |
0,004 | 35 ! | 65 | 0,006 \ 38 r 31,7

0,010 | H 50 | 9,0 | ! |
0,004 80 | 51 | 0006 | 3,9 | 32,5

0,015 | 35 | 13,6 | ! !
0,006 30 \ ; 6,7 | 0009 | 6.9 | 38,3

0010 ‘ 70 | 10,6 | | : |
0,005 | 20 | » .4 | 0,004 | 3,2 | 40,0

F | I | [
TITULO MEDIO 35,6

Relacdo entre unidades de complemento determinadas com os dois diluentes, em
presenca de 0,05 ml de sbro.

1 unidade salina = 1,7 unidades veronal

E de se esperar que sendo o titulo dado em ndmero de unidades de complemento que
o vaor achado com veronal sga 1,7 vézes maior que o determinado tom salina.
Realmente foi essa arelagdo encontrada:

356/21,1 = 1,7
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CURVAS DE |SO-FIXACAO COMO M ETODO DE ESTUDO DAS REACOES
QUANTITATIVASDE FIXACAO DO COMPLEMENTO.

A REACAO ANTIGENO-ANTICORPO-COMPLEMENTO

Quando estudamos um novo sistema de fixacdo do complemento, precisamos
conhecer o tipo de reacdo, verificando a existéncia de possiveis efeitos zonais por excesso
de antigeno.

Um método utilizado em tddas as técnicas de fixagdo do complemento consiste em
fazer reagir diferentes concentragbes de antigeno com diversas diluicbes de sbro, a
guantidade de complemento sendo mantida constante.

Em nosso trabalho também utilizamos esse método, dando porém diferente
interpretacdo, projetando antigeno em abcissas contra soro em ordenadas. As quantidades
de um e outro sdo escolhidas como aquelas que reagindo formam complexos antigeno-
anticorpo dotados da mesma capacidade de fixar complemento.

Se empregarmos, por exemplo, seis unidades de complemento, escolhemos as
guantidades de sbro e de antigeno capazes de reagir com o complemento fixando 5
unidades. O ponto 50% de hemdlise, por ser 0 mais preciso, deve ter preferéncia, embora
se possa selecionar qualquer outro. A projecdo determina pontos em uma curva que
denominamos “"curva de isofixagdo" pois em todos os seus pontos a fixacdo do
complemento foi amesma (ALMEIDA, 1956).

Podemos levantar outras curvas de isofixagdo para o sistema em estudo; os Gréficos 3
e 4 apresentam curvas de isofixag8o determinadas com vérias unidades de complemento,
traduzindo as rel agdes quantitativas entre soro e antigeno (Protocolos 11 e 1V).

cRAFIC 2
Carvas de 1¢0fix0pio0 ecn antigeno lecitingdo
e #dra de lepra n® LP (Prosocolo I}
0,0100 |= (r
i)
H
£
2
£
4 .
= 4~ 4 9 unidades de complemento
= -‘——.,...-. 6 unidades de complemento
0,006 ~ dqp
q

L 3

i ']
0,008 0,010 0,0.8 0,030

Lo whiijenn



PROTOCOLO 11

CURVAS DE ISOFIXAGAO EM LEPRA (GRAFICO 3)

SORO LP DILUIGOGES DE ANTIGENO HA-5 LECITINADO A 0005%

33| 25

13 | 6,7 | 5,0 | 4,0 |

50 | 33| 25| 17 |
AEMOLISE % COM 9 UNIDADES DE COMPLEMENTO

I

ml

[ e Neom i el o =
LoO

)))))))))))

HEMOLISE % COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTOQ
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1258m

DWW IO

11111111111111

CONTROLES

DO ANTIGENO CQM 2 UNIDADES

DO SORO COM

DAS HEMACIAS

|

DO COMPLE-
MENTO COM:
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159

Incubag¢ho preliminar: 37°C por 90 minutos

Incubacdo de hemdlise:

37°C por 15 minutos
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GRAFICD 4

Curve de r1sefizagdo com
excesso de antfgeno.
(Protocolo IF)
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Dessa forma dizer que a mistura sbro-antigeno fixou cinco unidades de complemento,
guando seis estavam presentes ndo significa o conhecimento da reatividade do soro ou do
antigeno, pois pode depender significantemente da quantidade do outro componente
presente; podemos dizer que a quantidade de complemento fixado é uma funcdo das
proporcdes relativas em que antigeno e anticorpo estdo presentes namistura.

A funco deisofixac8o poderiater a expressio:
Q=f(W.2)

onde Q é a quantidade de complemento fixado pelo complexo imune formado pelo
antigeno W e pelo anticorpo contido no soro, Z.

Quando W torna-se muito grande em relagdo a Z, podemos esperar que
Q=f(2)

Quando Z tende para zero, Q tende também para zero desde que W ndo sga
anticomplementar.

Essa condig&o é encontrada, quando acréscimos significantes de antigeno ndo exigem
0 decréscimo correspondente da quantidade de soro, para formar um complexo de
isofixagdn. Nesse caso a fixagdo do complemento depende da quantidade de anticorpo
presente, pois variagdes nas quantidades de antigeno ndo afetaram a reagdo. Assim 0s

pontos de isofixagdo descrevem uma curva com uma parte assintética ao eixo das
abcissas.

Quitras curvas de isofixag8o podem ser tragadas empregando diferentes quantidades de
complemento. O Gréfico 4 nos mostra as curvas obtidas com trés, seis, nove e doze
unidades de complemento, com soro de lepra e antigeno lecitinado HA-5.



PROTOCOLO IV

CURVAS DE ISOFIXAGAO COM EXCESSO DE ANTIGENO (Gré&fico 4)

ml DE ANTiGENOQ

J
S6RO DE |
LEPRA | ‘ } [ ‘
N.© 9 { 0,020 ‘ 0,015 | 0,010 | 0005 | 0503 | 0.001
ml | HEMOLISE COM 3 UNIDADES DE COMPLEMENTO
l | f \ ! !
0,0015 | 0 ﬂ 0 \ 0 | 0 | 0 | 10
0,0010 0 0 ! 0 | 0 \ 0 ! 25
0,0005 35 | 35 [ 30 | 35 ‘ 35 [ 55
0,0003 50 k 50 | 55 | 55 [ 50 \ 70
| | I | |
6 UNIDADES DE COMPLEMENTO
| ' | | | {
0,0050 0 | 0 | 0 | 0 | 0 ! 55
0,0040 | 0 | 0 | 0 0 | A | 80
0,0030 | 0 | 0 ‘ 0 0 | 25 | 90
00025 | 5 i 5 | 5 | 10 | 28 i 100
0,0020 | 5 | 5 | 5 | 25 | 35 | 100
00015 | 35 | 35 | 65 | 80 | 90 | 100
0,0010 I‘ 70 | 85 | 90 [ 100 [ 100 | 100
\ | \ \ |
9 UNIDADES DE COMPLEMENTO
\ | | |
0,0050 | 0 : 0 ! 0 ! 10 | 60 90
0,0040 | 0 | 0 | 10 [ 30 | 90 | 100
0,0080 | 0 | 5 [ 15 | 30 I 100 [ 100
0,0025 | 5 | 10 | 30 | 70 | 100 I 100
00020 | 0 |10 | 65 \ 90 Lo100 100
0,005 | 80 | 80 | 80 I o0 L100 100
| | | " / \
12 UNIDADES DE COMPLEMENTO
I | ! \ ! }
0,0080 | 0 | 0 0 15 | 85 | 100
0,0050 | 5 \ 10 10 | 45 | 100 | 100
0,0040 | 25 | 25 25 i 40 | 90 | 100
0,0035 | 50 \ 55 | 55 | 75 | 100 \ 100
0,0030 | 60 L0 | 85 | 90 | 100 L 100
00025 | 85 |  8h | 80 | 100 . 100 % 100
i i | \ |
CONTROLES
DO ANTIGENO, COM 2 UNIDADES DE COMPLEMENTO
‘ 80 [ 85 \ 90 100 100 [ 100
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!

DO COMPLEMENTO |
|

DO SORO COM: |

|
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Quando a reagdo se faz com 0,010 ml de antigeno ou mais, a fixagdo depende da
guantidade de sbro presente:

Q=1(2)

Sdo essas as condicdes necessérias e suficientes para a determinacgdo do titulo de um
soro, como 0 numero de unidades de complemento necessarias a 50% de hemodlise,
quando sbro ndo diluido é empregado, com a dose apropriada de antigeno. Esse valor é
achado por extrapolaggo a partir da reagdio observada com as diluigBes experimentadas.

Outra condi¢do encontrada na curva de isofixagdo € mostrada pelo ramo vertical da
curva. Nessa parte, 0 soro (Z) torna-se muito grande em relacdo a quantidade de antigeno
presente (W) e entdo:

Q=f(W)

Realmente a quantidade de complemento fixado depende da quantidade de antigeno
presente, pois aumentos consideraveis de séro pouco afetam a reatividade da mistura em
gue se forma o complexo imune com antigeno (W) e anticorpo expresso em térmos de
sbro Z.

No caso presente obtemos condi¢Bes para que a quantidade de complemento fixado
dependa da quantidade de antigeno presente, ou em outras palavras, o ramo vertical da
curva de isofixagao indica as condicdes nas quais a dosagem do antigeno deve ser feita.

O Gréfico 5 nos mostra duas curvas de isofixagdo; as quantidades de antigeno
presentes na reacdo com excesso de sbro, quando projetadas contra as unidades de
complemento fixado, descrevem pontos sabre uma reta. O titulo do antigeno pode ser
calculado por extrapolagdo, como o nimero de unidades de complemento necessérias para
hemdlise de 50 por cento quando 0,1 ml de antigeno ndo diluido esta presente, com
grande excesso de anticorpo, segundo WADSWORTH, MALTANER e MALTANER,
1938, ou de acordo com ALMEIDA, 1956.

A parte da curva de isofixagdo que liga as duas assintotas € a zona em que a
guantidade 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 limita condi¢Bes indesgjaveis nas reagdes de fixacdo do complemento,
onde devemos ter apenas uma variavel para ser determinada.

Na realidade a condicdo idea de se fazer a dosagem apenas de um dos elementos,
antigeno ou anticorpo, nunca € atingida, pois os ramos da curva de isofixagdo ndo sdo
assintotas verdadeiras, indicando que a fixagdo em todos os pontos depende de ambos os
elementos, embora possa depender mais de um que de outro.

Na prética consideramos que a fungéo

Q=fWw.2)
possa ser tomada como:
Q=fW)
0ouU como
Q=12

dependendo das proporgdes que elementos (antigeno ou sbro) estdo presentes na
mistura-reacao.
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Devemos no entanto considerar as curvas de isofixagdo obtidas com antiigenos que
apresentam a capacidade de inibir a reacio, quando em excesso. E o caso tipico da
cardiolipina que apresenta curvas em que a assintota horizontal passa por umainflexéo. A
guantidade de antigeno que reage com o minimo de sbro € indicada por um ponto bastante
nitido correspondente a "dose de reatividade maxima', segundo WADSWORTH,
MALTANER e MALTANER (1938), em seu trabalho sbbre a reagcdo entre soro sifilitico
e extrato de tecido.

Curvas de isofixagdo no sistema tuberculose serviram para a determinacdo da
proporcdo em que soro e antigeno aguoso combinam-se para formar complexos com
definida capacidade fixadora de complemento (WADSWORTH, MALTANER e
MALTANER, 1938). O método consistia em determinar as relagdes lineares entre soro e
complemento assim como as encontradas entre antigeno e complemento. Essas linhas de
regressdo eram comparadas pelo quoci ente de suas inclinagdes.

O quociente indicaria a capacidade de reaco entre antigeno e anticorpo. Testes feitos
em diversas ocasides, demonstraram um quociente constante para cada soro examinado,
embora complemento e hemacias fossem diferentes. Manteve-se constante o antigeno
aquoso nessa série de experiéncias. Essas relactes encontradas na andise das curvas de
isofixacdo iriam permitir a determinacdo quantitativa de antigenos ou anticorpo, por
técnica de fixag8o de complemento.

LINEARIDADE ENTRE ANTIGENO E COMPLEMENTO. INFL UENCIA DA
QUANTIDADE DE SORO PRESENTE NA REACAO.

Os Gréficos 3 e 5 mostram exempl os tipicos de curvas de isofixagdo, onde cada ponto
traduz a quantidade de antigeno e a de anticorpo capazes de formar um complexo imune
com determinada afini dade para o complemento.

Por conveniéncia de precisdo, tomamos o ponto 50% de hemdlise como referéncia.
Assim, se 3 unidades de complemento sdo inicialmente juntadas aos tubos contendo
diferentes concentragfes de antigeno e de sdro, a reacdo se processa com intensidade
bastante diversa, segundo a quantidade relativa dos elementos que formam o complexo
fixador de complemento. Muitos tubos mostram hemodlise total, outros nenhuma; entre
asses extremos encontramos graus de hemdlise parcial e diretamente ou por céculo,
determinamos o ponto 50% de hemdlise.

Dessa forma s8o tragadas curvas de isofixag8o, para cada quantidade de complemento
utilizadas normamente; podemos entdo ter uma ou mais curvas e estudar as relacdes
guantitativas entre os el ementos da reag&o de fixacdo de complemento.

Verificamos nos Gréficos 3 e 5 que as assintotas verticais das curvas de isofixagdo
indicam praticamente a independéncia da fixagdo do complemento em relagcdo a
quantidade de sbro presente, desde que o Ultimo se encontre em grande excesso.

Real mente as quantidades necessarias de complemento para 50% de hemolise (K' g g)
nessas condigoes variam linearmente com a quantidade de antigeno presente na reacao.
Séo as condi¢Oes necess&rias e suficientes para a avaliagdo da reatividade do
antigeno: excesso de sOro e determinagdo das quantidades de antigeno necessérias para
formar complexos capazes de fixar duas, cinco, oito ou onze unidades de complemento,
guando trés, seis, nove e doze unidades estdo inicialmente presentes na reaco.

O titulo do antigeno é dado pela inclinagdo da linha de regressdo encontrada entre
complemento e antigeno, quando sbro esta presente em largo excesso.

E no entanto necessério fazer um reparo a ésse tipo de dosagem que procura
conhecer a capacidade de reagdo do antigeno, em condi¢bes que permitam uma



212 REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA

reacdo0 maxima. A dosagem indica a concentragdo do material antigénico e os titulos
determinados por esse método servem para estudo comparativo entre antigenos de
diversas partidas.

Para a comparagdo de antigenos empregamos um mesmo soro, pois, Como veremos,
os parametros da linha antigeno-complemento sofrem alteragfes, quando as assintotas
verticais das curvas de isofixac8o ndo sdo paralelas ao eixo do sbro; a posicéo relativa das
linhas de isofixacdo sofre variagBes segundo o soro experimentado.

O método ndo nos informa sobre a dose de antigeno a ser empregada na reagdo; a
determinagdo das doses Gtimas ou de méxima reatividade pode ser feita por diferentes
métodos, utilizando soro diluido.

A quantidade de soro presente na dosagem de antigeno nos d4 ainclinagéo dalinhade
regressdo complemento-antigeno, com possiveis ateragdes no outro parametro que é a
interseccdo dalinha com o eixo do complemento (ordenadas). Assim na familia de curvas
de isofixagdo do Gréfico 6, cada uma das quantidades de sdro empregado no teste exige,
na zona das assintotas verticais quantidades de antigeno para 50%, de hemdlise. Essas
guantidades de antigeno para 50% de hemolise. Essas quantidades de antigeno quando
projetadas contra as quantidades de complemento usadas determinam pontos sbbre uma
reta. Podemos ter assim diferentes linhas de regressdo antigeno-complemento (Gréfico 6),
cada uma delas com valores diversos ndo so de sua inclinagdo como de sua intersec¢éo
com o eixo das ordenadas. No Gréfico 6, vemos que das linhas tragadas, a que foi
levantada com 0,0025 ml de soro, teve sua origem em 1,0 unidade de complemento, com
uma inclinacdo de 4800; outras quantidades de sbro influenciam os pardmetros da relacéo
linear entre antigeno e complemento, quando as linhas de i sofixag&o ndo sdo paralelas.

E preciso salientar que a interseccio da linha de regressio complemento-antigeno é
apenas um ponto geométrico e a sua determinagdo é feita para permitir o calculo do titulo
do antigeno (pois é um dos parémetros da reta), segundo W. M. M.

Se, no entanto, considerarmos o titulo do antigeno como igual a sua inclinagéo,
poderemos comparar antigenos, desde que usemos 0 mesmo soro. O titulo seria entdo:

A complemento

Titulo do antigeno =
A antigeno

Esse conceito foi adotado por RICE (1946) natitulagem de antigenos preparados de
vacina em presenca de soro de coelho imunizado.

A relacdo entre complemento e antigeno pode ser utilizada corno método da medida
para a atividade antigénica, depois de conhecidas suas linhas de isofixagdo. Se sdo
paraelas entre si e a0 eixo do sbro (ordenadas) podemos empregar 0O processo com
excesso de sdro, pois procuramos encontrar condicdes em que a capacidade de fixacdo do
complemento do complexo dependa mais do elemento que esta em menor proporcao, que
€ o antigeno. A projecdo antigeno-complemento na realidade significa projecdo de
complexo imune em termos de antigeno contra complemento necessario para 50% de
hemdlise.

Se as condigles dareagdo permitirem tal tradugéo podemos dizer que
K'sa=a+b W

paraZ em excesso.

Para uma determinada quantidade de soro (Z) podemos dizer, que (se as relagles entre
s0ro e antigeno estiverem na parte vertical da curva de isofixagdo) a quantidade de
complemento fixado é diretamente proporcional a quantidade de antigeno (W) presente.
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CRAFICO

LINEARIDADE ENTRE S@RQ E COMPLEMENTO. INFL UENNCIA DA
QUANTIDADE DE ANTIGENO PRESENTE NA REACAO.

Podemos verificar, analizando o Gréfico 4, que ja com 0,010 ml de antigeno, as
curvas de isofixacdo de trés, seis, nove e doze unidades de complemento, ficam
paralelas ao eixo do antigeno (abcissas). No caso presente, maiores quantidades de
antigeno ndo afetam sensivelmente as quantidades de sOro necessarios para a
formacdo de complexos capazes de fixar duas, cinco, oito ou onze unidadesde



214 REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA

complemento, quando trés, seis, nove e doze estdo iniciamente presentes. Nessas
condigOes a quanti dade de complemento fixado dependera da quantidade de sbro presente,
se antigeno estiver presente na quantidade de 0,010 ml ou mais.

Essa é a condicdo ideal paraa dosagem de soros, e entdo podemos dizer que a fixagéo
é fungdo da quantidade de soro presente.

No entanto, somos obrigados aqui a fazer o0 mesmo reparo em relagdo a essa condicéo
de dependéncia, uma vez que na redlidade a formacdo do complexa fixador de
complemento depende sempre do antigeno. As linhas de isofixagdo do Gréfico 4 sdo
aparentemente assintotas, mas se estendermos em maior amplitude de concentragdo o
antigeno, podemos facilmente verificar que elas se aproximam da abcissa a medida que a
concentragdo de antigeno aumenta. Outras vézes a linha de isofixacdo sofre a influéncia
da acdo anticomplementar que entdo se faz sentir com as maiores doses de antigeno.
Podemos dizer que condi¢bes devem ser procuradas para a reacdo de fixagdo do
complemento, de forma a se obter uma proporcionalidade entre complemento fixado e a
guantidade de anticorpo (em térmos de sdro) presente, desde que antigeno estegja em
concentragdo suficiente. Na verdade as assintotas indicam uma relativa independéncia
entre s0ro e antigeno, em uma zona que se estende desde 0,010 ml até 0,020 ml de
antigeno (Gréfico 4).

Projetando as quantidades de complemento necessérias para 50% de hemdlise contra
as quantidades de sbro usadas, determinamos pontos sbbre uma reta. Essa linha de
regressdo permite o calculo do titulo do sbro em térmos de suainclinagdo. (Grafico 7).

Evitamos, de proposito, distinguir qual a quantidade de antigeno que deve ser usada
na titulagem do soro. Nos trabalhos de fixagdo do complemento, énfase é dada a
propriedade que certos antigenos possuem, de inibir a reagdo, quando em excesso; um
exemplo é dado pela cardiolipina e soro sifilitico. (ver Gréfico 10).

Neste caso a dose de antigeno a ser usada deve ser relativa a intensidade da reacéo

esperada, que por sua vez, depende da quantidade de anticorpos presentes no soro em
exame.
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Nos antigenos preparados de bacilos da tuberculose podemos encontrar ésse efeito
zona, com maior ou menor intensidade, ndo sd na reacdo com sbro de lepra, como
também nos contréles da agdo anticomplementar do antigeno.

A determinagdo da quantidade de antigeno necessdria para produzir uma reagdo
maxima é feita experimentando-se diferentes dilui¢cbes de antigeno com outras de sbro,
complemento sendo constante. A quantidade de antigeno capaz de evidenciar a menor
quantidade de sbro reagente € tomada como "dose de méxima reatividade".

A dose de méaxima reatividade varia para cada quantidade de complemento usada no
teste. Em técnicas que empregam quatro diferentes concentragdes de complemento, como
adeW. M. M. existem quatro doses de reatividade maxima determinadas para 0 mesmo
antigeno.

Um fato corrente é a verificagdo que a dose de reatividade maxima pode diferir
segundo o sdro examinado. As doses de méxima reatividade oscilam em redor de uma
média que seria "uma dose de antigeno” suficiente para a maioria dos soros em um
sistema.

A técnica de W. M. M. obriga a0 uso de varias diluicies de antigeno para cada
guantidade de complemento usado e tédas as reagfes obtidas sdo comparadas para sempre
se poder determinar a'"reacdo maxima''.

Dessa forma, quando podemos evitar o efeito zona do antigeno e a deter-
minagdo de "uma dose de maxima reatividade', simplificamos a técnica
com diminuicdo do trabalho envolvido. Nesse caso uma Unica diluicdo de anti-
geno poderia servir as reagdes praticadas com quatro concentragBes de comple-
mento. Tal é o caso exemplificado no Grafico 9 onde 0,02 ml de antigeno foram
suficientes para as reagBes com trés, seis, nove e doze unidades de complemento.
O efeito do antigeno sbbre as reagBes quantitativas com sbro de lepra é
ilustrado no Protocolo V e Gréfico 8, onde as linhas horizontais de isofixagdo
mostram que maiores concentragdes de antigeno tem pouco efeito sbbre a reagao.

GRAFICO 8
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PROTOCOLO YV

CURVAS DE ISOFIXAGAO COM EXCESSO DE ANTIGENO (Gréfico 8)

ml DE ANTIGENO HA-5 LECITINADO A 0,05%

S6RO DE |
LEPRA | \ \ ! \ i
| 0,020 | 0010 0,008 | 0,006 | 0,004 | 0,002 | 0,0016 | 0,0012
No 124
% HEMOLISE < COM 8 UNIDADES DE COMPLEMENTO
| \ t
0,0010 10 10 ‘ 0 | 20 25 40 | 50 | 50
0,0008 45 50 | 55 | 60 | 65 65 | 65 } 70
I | | | \ \
% COM 6 UNIDADES
[ I | \ [ \ k !
0,0080 | 0 | o | 0 | 0 | 0 | 0 0 | 10
0,0060 0 | 0 | 0 | 0 | 15 | 40 70 | 8
0,0030 0 | 0 | 20 | 25 | 55 | 85 100 | 100
0,0020 45 1 65 | 80 | 85 | 90 | 100 | 100 | 100
[ | [ ! | | | |
} COM 9 UNIDADES
\ I | I ! \ \
0,0100 0 | 0 | 0 0 0 | 0 | 80 | 9
0,0080 | 0 | 0| 0| 0 | o | 35 ! 80 | 100
0,0060 | 0 | 0 0 | 15 | 20 ! 90 | 100 | 100
0,0050 ‘ 0 | 85 | 35 | 50 | 55 | 100 | 100 | 100
0,0040 | 10 | 65 | 70 | 95 | 100 | 100 ; 100 | 100
! [ l | l | i
’| COM 12 UNIDADES
| r i
0,0500 0 0 0 | 0 | 0 0 0| 20
0,0300 0 0| 0 | 0 | 0 0 0 1 65
0,0200 0 0 0 | 0 ! 0 0 | 20 | 8
0,0100 0 0 0 | 0 | 0 90 | 100 | 100
0,0080 0 | 0 15 | 25 30 | 100 ; 100 | 100
0,0060 0 85 | 7% 1 80 | 85 100 100 | 100
0,0050 30 90 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100
0,0040 70 100 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100
l ‘ l . [
CONTROLES
DO ANTIGENO COM 2 UNIDADES DE COMPLEMENTO
\ \ ! ! | |
g0 | 80 | 85 | 90 | 90 | 100 | 100 100
] \ \ )
DO SORO (0,05 ¢) | DO COMPLEMENTO | DAS HEMACIAS
COM: COM: = SENSIBILIZADAS
I | 20 | 10U | 20 |
I
55 100 15 \ 90 0%




REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA 217

As porc¢oes horizontais das curvas de isofixagdo do Gréfico 8 tendem a se mostrar
assintéticas ao eixo das abcissas; no entanto, podemos verificar que, embora as linhas
tenham essa tendéncia, preenchendo as condigBes necessarias para a dosagem do soro,
elas na redidade sofrem em todos os pontos a influéncia da quantidade de antigeno
presente nareagdo (Protocolo V).

Se considerarmos que na porgao horizontal as curvas de isofixagdo mostram pontos
gue mais dependem da quantidade de sbro presente, as condic¢des requeridas de que

Q=1(2)

sdo praticamente atingidas. Nesse caso a projegédo de complemento necessario para 50%
de hemodlise contra soro, determina pontos sobre uma reta.

O titulo do sbro seria dado pela quantidade de complemento necessaria a 50% de
hemdlise, quando 0,05 ml de sbro reagem com antigeno suficiente para uma reagdo
méxima, como mostra o Gréfico 9.

GRAFICO 9

Relacdc séro-complementa. Influfncia da guantidade
de antflgeno sébre os perédmetros da linha de regresséo.
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O titulo do sbro é calculado, pel o método dos acréscimos proporcionais. Verificamos

qual o acrescimo de K's A produzido por acréscimo correspondente de sbro. Calculamos
entdo, por proporgao, qual seria a quantidade de complemento para 0,05 ml de sbro:

AK'sa . 005

Titulo do soro =
AZ

Essarelagdo vai permitir calcular os titulos de um soro, para diferentes quantidades de
antigeno.

A linha de regressdo soro-complemento intercepta o eixo de K's o em um ponto que
nos trabalhos de fixacdo de complemento de W. M. M. é chamada de C'. Essa
denominacdo € bastante infeliz, uma vez que C' tem sido empregado para significar
complemento. Seria mais l6gico chamar ésse ponto de "a" pois nada mais € que um dos
parémetros dareta:

K'sa=a+bz

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ANTIGENO SOBRE OS
PARAMETROS DA LINHA DE REGRESSAO SORO-COMPLEMENTO

A relacdo entre soro (Z) e complemento necessario para 50% de hemdlise nas
condices do teste descrito nos capitulos anteriores é dada pelareta:

Ksa=a + bz

No Grafico 9 podemos ver que o ponto afoi determinado por projecéo sbbre o eixo do
complemento, da reta tragcada entre 3 e 12 unidades. Vamos estudar o significado de a,
utilizando os dados das linhas de isofixagéo dc Gréfico 8, Protocolo V, e projetando saro
contra complemento, para duas concentragdes de antigeno: 0,02 ml e 0,004 (Gréfico 9).
Os dados séo apresentados no Quadro 1.

QUADRO |
RELAQOES QUANTITATIVASENTRE ANTI’GENO, SORO E COMPLEMENTO
ANTI- | ' pE SORO N.© 124 PARA K IGUAL A Vgéef
GENO | |
ml | 3 | 6 | 9 | 12 j
| | | | S
0,020 0001 | 0002 | 00085 | 00047 | 1,
0,004 } 0001 | 00028 | 00052 | 0,078 | 15

A projecdo de K' contra séro determina uma reta quando 0,020 ml de antigeno estéo
presentes, atendo um valor de 1,0; quando porém, menor quantidade de antigeno € usada,
como 0,004 ml, os pontos ndo ficam sabre uma reta, mas descrevem uma curva. A
interseccdo da linha tragada entre 3 e 6 unidades de complemento tem um valor de a =
1,5.
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Essa observagéo sugere ser o ponto a dependente da quantidade de antigeno presente
na reagdo. Quando as curvas de isofixagdo tornam-se paraelas entre s, ha
proporcionalidade entre complemento necessario para 50% de hemdlise e a quantidade de
sOro presente, antigeno sendo constante em todos os tubos da reagdo. As quantidades de
soro projetadas em abcissas e complemento em ordenadas sdo os dados de que a técnica
deW. M. M. se utiliza para a determinagdo do titulo do sbro, pelo prolongamento da reta,
até determinar nas ordenadas o niimero de unidades de complemento necessario para 50%
de hemolise, quando 0,05 ml de sbro é tomado como referéncia.

Para haver proporcionalidade entre soro e complemento ndo ha necessidade das linhas
deisofixag8o serem paral elas ao eixo do antigeno; basta que sejam paralelas entre si.

Esse fato é bastante evidente quando se tracam curvas de isofixacdo com antigenos
gue apresentam o fendmeno de zona. Um exemplo pode ser dado com a cardiolipina que
apresenta nitidamente uma dose de méaxima reatividade para trés unidades e outra para
seis unidades de complemento (Gréfico 10).

O Quadro Il mostra os dados col hidos huma experiéncia désse tipo.

QUADRO I

PARAMETRO DAS LINHAS DE REGRE§SAO SORO-COMPLEMENTO, PARA
DIVERSAS CONCENTRACOES DE CARDIOLIPINA.

l | -
[ i DE SORO SIFILITICO | PARAMETROS
ANTIGENO | NECESSARIOS ! DQEE%\TE%*;A%E
B PARA K’ IGUAL A: P
CARDIO |‘ | SORO-COMPLE-
F | ‘ MENTO.
| 3 i [ a b
! \ [
0,0013 I 0,0034 \ 0,0090 Lo+ 1,2 536
0,0015 L 0.0034 I 0,0080 | + 07 652
0,0010* [ 0,0084 | |
0,0020%* | \ 0,0060 | — 0,9 1154
0.0060 | 0,0064 i 0,0090 | — 4,0 1154
0,0100 ! 0,0070 | 0,0096 | — 48 1154
0,0200 ; 0,0074 \ 0,0100 | — 5,4 1154
Dose de maxima reatividade para 3 unidades de complemento;
¥% Dose de maxima reatividade para 6 unidades de complemento.

As linhas de regressdo tragadas possuem diferentes parametros; os valore, de a indo
de positivo a negativo, de acérdo com a quantidade de antigeno presente (Gréfico 11).
Observamos no entanto que a partir de 0,0020 ml de antigeno as linhas de regressdo
ficaram paralelas entre si (0 mesmo valor de b) e se o titulo do soro for calculado como

AK'ga .0,05
Titulo =
AZ

encontraremos
o valor de 57,8 constante para reagBes feitas com diversas concentracdes de
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antigeno, que ndo mostram influéncia sdbre o titulo, mas sbbre a reagdo (alteragdo dos
parémetros).

A experiéncia é bastante ilustrativa e mostra 0s seguintes pontos:

1.° A dose de antigeno de maxima reatividade deve ser empregada quando se quer
evidenciar quantidades pequenas de anticorpos, por exemplo, nas reagdes qualitativas de
fixac8o do complemento.

2.° Ndo ha necessidade, nem obrigatoriedade de se usar "doses de reatividade
maxima' para titular soros reagentes, quando se emprega 0 método dos acréscimos
proporcionais.

3.2 A experiéncia acumulada em reacOes de fixacdo do complemento mostra que a
dose de reatividade méxima do antigeno € uma quantidade de antigeno que produz o
méximo de reacdo com "a maioria dos soros em um determinado sistema'. E uma
guantidade estatisticamente determinada e isso quer dizer que a dose de méaxima
reatividade ndo é a mesma para todos os soros. Para um determinado sbro, a fim de se
obterem reagdes maximas, somos obrigados a empregar dilui¢des de antigeno, em redor
da dose média conhecida e suposta étima. O uso de antigeno mais diluido afeta a
proporcionalidade entre complemento e soro, sendo particularmente evidente as mudancas
ocorridas nos valores de b, que é ainclinagdo da linha de regressdo sdro-complemento.

O uso de doses maiores de antigeno afeta apenas o valor do parametro a e assim 0s
titulos por acréscimo ndo sio alterados.

4.° A importancia prética désse achado deve aqui ser salientada, pois o conceito de
dosar antigenos, para se encontrar a dose de maxima reatividade para cada concentragdo
de complemento, deve ser aplicado apenas as reagdes qualitativas. Para as reagdes
guantitativas ja 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
"reagles paralelas’ com trés, seis, nove e doze unidades de complemento.

A dose deve compreender "uma zona de dilui¢es' de antigeno, naqual a condicdo de
paralelismo das curvas de isofixacdo é satisfeita.

No exemplo dado no Gréfico 10 podemos escolher a dose de 0,0100 de cardiolipina
para reactes com 3 e 6 unidades de complemento; as doses de maxima reatividade sdo
respectivamente 0,00075 e 0,00160, segundo MALTANER e MALTANER, 1945 para
cardiolipina n.° 72. No entanto, no sbro examinado, as doses de maxima reatividade
foram de 0,0010 e 0,0020 ml de antigeno, respectivamente para 3 e 6 unidades de
complemento. Se a reagdo tivesse sido feita com supostas doses 6timas de cardioliping, a
linha de regressao sbro-complemento (ver Gréfico I1) teria os seguintes parametros: a= 0,
b = 730, com grande ateracdo do titulo do sbro, pois, como se pode verificar no Gréfico
10, essas doses de antigeno se localizam exatamente na zona em gque a curva de isofixagdo
depende igualmente tanto do sbro como do antigeno. Convém lembrar que a titulagem do
soro se procura fazer na zona em que a curva de isofixacdo depende primeiramente do
soro.

No Gréfico Il pode-se verificar que quando se computam os valores de soro e de
complemento nas reacfes praticadas com "as verdadeiras doses 6timas de antigeno” os
valores dos parémetros sdo: a= — 0,9 e b = 1154. O valor de b € 0o mesmo que os achados
com doses maiores de antigeno e sendo o titulo funcdo de b, vemos que depois da
concentragdo 6tima as determinagdes ddo o mesmo titulo, independente da concentracdo
de antigeno.

5.° Dessa forma, a dose de antigeno a ser empregada numa titulagdo de soro deve ser
aquela que ndo afeta o relativo paralelismo das curvas de isofixag8o. As doses de méxima
reatividade satisfazem essa condicdo, imprimindo a reagdo o méximo de sensibilidade.
Nesse caso reagdes preliminares para evidenciar soros reagentes, devem ser feitas com
dose de antigeno de reatividade maxima; a dosagem, no entanto, do soro reagente deve ser
feita com doses de antigeno de "reatividade paralela’.
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Essa nogdo, quando aplicada, em muito smplifica 0 méodo quantitativo de W. M. M.,
pois passamos a usar uma Unica dose de antigeno para trés, seis, nove ou doze unidades de
complemento.

O método tem a vantagem de ndo se prender auma dose critica de antigeno, pois variages

consideraveis da "dose de regtividade paraleld’ ndo afetam o vaor de A K'sa , ndo dterando
portanto o titulo do soro.

Trabahando com antigeno em excesso, dteramos a reagdo, mas néo seu paraeismo,
mesmo quando o antigeno apresentaintensos fendmenos deinibicao.

As doses de reatividade paraela afetam o vaor de a, mas ndo de b, da rdacdo soro-
complemento.

* *

Até agora estudamos a inclinagéo da linha de regressao sbro-complemento e concluimos
que condigdes para a titulagem do sbro sfo encontradas quando as linhas de regresséo citadas
gpresentam o mesmo vaor deb.

O outro parametro da linha de regressio € a sua interseccao com o eixo do complemento.
Verificamos que seu vaor é grandemente dterado por efeito da quantidade de antigeno
presente, porém o seu significado deve ser procurado, pois é de interesse prético e tedrico.

Logicamente, se antigeno e sbro ndo sfo anticomplementares, as linhas de regresséo
devem sair de 1,0 unidade de complemento, no eixo das ordenadas, pois guando soro éigud a
zero, deve ser necessario gpenas uma unidade de complemento para 50% de hemdlise, por
definigao.

Na projecdo da linha sdro-complemento sdbre o eixo das ordenadas, vemos que O
parémetro a pode ser de grandeza muito varidvel, como ponto extrapolado e ndo representa um
dado experimentd. O ponto a deve ser o contréle do antigeno, que com uma unidade deverd,
naausénciade soro, dar hemdlise proxima de 50%.

Se fizermos as reagbes com menores quantidades de sOro que aguela que
reege com 3 unidades de complemento, e empregamos uma, duas unidades de
complemento, podemos tracar tbda a curva que redaciona sOro com complemento
e daerminar experimentalmente o ponto em que a curva se inicia, no exo das
ordenadas. O Quadro IV nos da os vaores encontrados experimentamente.
Os dados da experiéncia foram projetados no Gréfico 12. Verificamos que o vaor de a
decresce a medida que aumenta a concentracdo de antigeno empregado nareacao.

V dores negativos de a significam que areaco de fixagdo do complemento seiniciadepois
de ceta quantidade de soro. Assim, por exemplo, quando antigeno esta presente na
concentracdo de 0,0100 ml, a fixag8o de complemento comeca depois de 0,006 ml de sbro; a
razdo desse fendbmeno parece depender diretamente da quantidade de antigeno presente.
Quando este estd em excesso, 0 complexo antigeno-anticorpo formado se dissolveria no
antigeno, aé uma certa concentragdo, depois da qua ja ndo haveria suficiente antigeno para
produzir ése efeito. Reamente, menor quantidade de antigeno (por exemplo 0,0033), ja
mostrafixagdo do complemento com 0,003 ml de sbro.

O vador negativo de a pode ser interpretado como efeito do antigeno sobre o complexo
antigeno anticorpo formado.

Quando a quantidade de antigeno se gproxima do 6timo de proporgdes com o soro, o valor
de a tende para 1,0; nessas condicdes a fixacdo do complemento se inicia com quantidades
minimas de soro e dai amaior sensibilidade dareagéo.

Vdores positivos de a podem ser considerados indice de falta de antigeno para atingir a
zona de regtividade pardela. Linearidade entre soro e complemento pode ser dcangada porém
ainclinacdo ndo é amesma e 0 ponto a determinado geometricamente sempre € maior que 1,0
(Gréfico 11).
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QUADRO IV
RELAC}AO ENTRE SORO E COMPLEMENTO, EM FIXA(}()ES COM EXCESSO DE

ANTIGENO (Exemplo: cardiolipina e soro sifilitico)

1 I PiTULOS
ANTI- SORO | \ PARAMETROS | DO SORO
GENO | | K's, A | (por
ml | ml \ l a | b | acréscimo)
‘ l | I l
0,000 | 00170 | 90 | — 255 | 1500 | 5
0,0100 | 0,0150 ! 60 | \ |
0,0100 | 00130 | 3.0 | | |
0,0100 | 0,0105 | 2,0 | ! !
0,0100 | 00080 | 14 | | |
0,0100 | 00060 | 1,2 | | |
0,0100 | 0,0040 | 11 \ |
0,000 | 00020 | 1,1 | \ \
0,0100 | salina { 1,1 \ [ |
00033 | 00106 | 90 | - 60 1.500 | i
0,0033 | 0,008 | 60 | | ]
0,0083 | 10,0066 | 3,0 | | |
0,0033 | 00055 | 20 | \ \
0,0033 | 0,0040 | 13| \ !
0,0033 | 00030 | 12 | | \
0,003 | 00020 | 11 | \ \
0,0033 | salina | 1,1 j l |
GRAFICO 10
Curves de isofizagdo com antigeno
apresentando inibigdo quando en
excesso (tipo cardialipina),
(ALKEIDA, - 1955)
Curvas com 3 e 6 unidedes de complemento.
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O método quantitativo de fixagdo do complemento aqui discutido e estudado para o
sistema lepra, avalia a reatividade do soro em térmos de complemento necessario para
50% de hemdlise para um acréscimo de 0,05 ml de soro.

Difere da técnica de W. M. M. pois o titulo do sbro é avaliado em térmos da
inclinacdo que a linha de regressdo sbro complemento possui, para um vaor determinado
de sbro, arbitrariamente tomado como 0,05 ml. O método dos acréscimos proporcionais
foi utilizado por RICE (1947) que encontrou concordancia entre titulos de fixacdo de
complemento e valores obtidos por testes de precipitagdo no sistema pneumococos.
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ANTIGENOS AQUOSOS DO BACILO DA TUBERCUL OSE. EFEITOS SOBRE O
COMPLEMENTO. ANTIGENOSAQUOSOSLECITINADOS.

Antigenos agquosos preparados do bacilo da tuberculose, como descrito anteriormente,
ou por simples ebulicdo de bacilos em &agua destilada, mostram um efeito
anticomplementar zonal, de grande intensidade.

O Protocolo VI nos mostra que tal efeito é observado ndo sd quando se emprega o
complemento licfilizado, preparado de grande niimero de soros de cobaia, como quando
complementos individualmente provados sdo utilizados. Cabe aqui um reparo sbbre a
impropriedade de tal teste, se praticado com uma Unica dilui¢do de antigeno, pois dard
resultados compl etamente fal sos, como se podera constatar no Protocolo V1.

Os testes de anticomplementaridade ou reatividade inespecifica entre complemento e
antigeno, praticados com 8 diferentes misturas de complemento, dariam informagdes
erradas se realizados com uma Unica dose de antigeno, pois poderiam indicar auséncia de
acdo ndo especifica, perfeitamente evidenciavel com outras diluigdes de antigeno.

A presenca de sdro humano normal nareago diminui o efeito zona e o desloca
(Protocolo V1), porém ndo o evita.

O sbro humano usado na experiéncia provinha de criangas entre 2 e 5 anos de idade,
com reagdo negativa a tuberculina (Mantoux a 1:10).

O Protocolo VIII ilustra uma experiéncia feita com 0 antigeno aquoso precipitado.
Verificamos nitida agdo zona em controles do antigeno; enquanto antigenos concentrados
ndo se mostram anticomplementares (diluicdes a 1:5 e 1:10), quando diluidos sdo capazes
de fixar mais de 2 unidades de complemento, na auséncia de soro. Essa observacdo traz
como coroldrio a necessidade de se controlar a agdo anticomplementar, com varias
diluigBes do antigeno. Efeito zonal semelhante é observado nos tubos de reagdo, onde
diluigBes de antigeno mostram atividade méxima. E entéo necessario indagar se o efeito
zonal observado nos tubos de reacdo ndo € mais a reproducdo do mesmo efeito ocorrido
nos tubos contrdles do antigeno (Protocolo VIII e Gréfico 13).

O efeito da lecitina sdbre 0 antigeno aguoso se faz sentir, ndo s na reago em que
soro de lepra esta presente, como também nos préprios controles do antigeno. O Protocolo
IX, mostra uma titulagem feita no mesmo soro de lepra n° 8954 com antigeno aguoso 28
(OB) lecitinado a 0,05%.

A juncdo da lecitina faz desaparecer o efeito zona e a linha de regressdo sbro-
complemento intercepta o eixo das ordenadas (complemento) em um ponto mais préximo
do valor idea que é 1,0. (Grafico 15)

A quantidade de lecitina usada foi de 0,05% e 0 método para sua mistura com o
antigeno consistiu em juntar a quantidade necesséria da solucdo alcodlica de lecitina ao
antigeno ndo diluido para a desgjada concentracdo final de 0,05%.

Voltaremos ao estudo do antigeno agquoso lecitinado quando entdo faremos um estudo
comparativo entre antigenos solGveis em piridina e antigenos aquosos.
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PROTOCOLO VI

AGAO ANTICOMPLEMENTAR DO ANTJGENO AQUOSO NAO LECITINADO, EM
PRESENCA DE SOLUCAO SALINA BORATADA.

ANTIGENO 28 (OB)

225

|

COMPLEMENTOS LIOFILISADOS; PARTIDAS NUMERADAS

DILUICAO o 5 — TN® 5
DO ANTIL ! N.© 1 \ N.o 2 | N.° 3 \ N° 4
G2EBN(OOEI§\I).O‘|‘ HEMGLISE ¢% COM UMA, DUAS OU TRES UNIDADES
T 1] 2] 3] 1] 2] 8] 1| 2] 3] 1] 2] 3
‘ \ \ | l \ | ‘ \ \
1:5 E 20“! 90\100’ 25\ 90/100\ 25 | 95 | 100 | 25 | 90 | 100
1310 | 15| 80 ‘ 100 | 25| 80 | 100 | 25| 80 | 95| 20| 90 [ 100
1:20 | 151 70| 8 | 15| 60| 70, 15| 65| 80| 15| 80 | 95
1:40 | 10| 40| 55| 15| 30 55|15|35]55115[35\55
1:66,7 | 0!30\55‘10|30 65 0] 30 55, 15| 35| 60
1:100 | O 25| 70| 10| 25| 8| O] 3 ! 75| 10| 35| 75
13167 | 0] 30| 8 | 0| 50| 100| o0 30| 90| 0] 40| 95
1:333 | 0] 65|100| O 70[100; O] 70[100| 0O ! 80 | 100
1:500 | 0| 75 100 | 15| 75| 106 | 0| 70| 100 | 10 | 95 | 100
i |
‘ No 5 \ N.° 6 \ N.o 7 N.O 8
! i \ [ |
1:5 20 | 95 | 100 | 15 |\ 90 \ 100 \ 25 | 90 | 100 | 40 | 95 | 100
1:10 30| 95| 100 | 15| 75100 | 20| 60 | 65| 35| 80 | 95
1:20 20 85 95| 0| 35| 40| 15| 30| 35| 20| 30| 55
1:.40 | 20| 60| 75 0, 15| 25| 10| 15, 25| 10| 15| 25
1:667 15| 45| 85| 0| 10| 40| 0] 20| 35| 0| 0] 35
1:100 | 10| 45| 8 | 0| 15| 45, 0| 15| 45| 0| 15| 50
1:167 0| 60100, 0| 25| 75| 0] 25| 8 | 0| 25| 9
1:333 0 90 100| o] 55| 95| 0| 70100 0| 80 (100
1:500 0| 9 | 100 o] 60/100| 0| 80| 100 | 10| 90 | 100
| .
COMPLEMENTOS LIOFILI- | CONTROLE DO COMPLEMENTO
SADOS EM: \
\ 1U | 2 U
N.o 1 28- 951 |
N.o 2 20- 451 | 45 | 100%
N.° 3 27- 4-51 |
N.o 4 10- 1-52 | DAS HEMACIAS SENSIBILIZADAS
N.° 5 3-10-52 |
N.° 6 26- 9-52 |
No 7 4- 551 ! 0%
N.© 8 \ 6-10-53 |
! i

Incubagdo 18 horas a3 — 6°C paraevitar a deterioragéo do complemento (1 unidade) pelo calor. Hemoélise em 15

minutos a 37°C.
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PROTOCOLO VIl (Gréfico 13)
REACOES COM ANTIGENO AQUOSO SEM LECITINA 28 (OB) E SORO DE LEPRA N.° 8954

UNIDADES DE COMPLEMENTO NECESSARIAS PARA 508 De ngmbLisE

Reagdce entre
sen legtting,

L
i

RIS 9

s8ro de lepro o antigenc aquosa {28(0B})

20
I}

tog das diluigies de ancigena 28 (0B)

~—9———=a— wbro o BOB4 Alluida  1:16,%

——
[ S

——

#bro a® @ob4 d1luldo & 2:25
whiro o® BO54 d1luido » 1:81,%
wlra n® guéa diluida o 21128

SORO 8§|354 D|L|U|'DOA|: .
. 125 41,7 | 25 | 16,7 | CONTROLE DO
AE';'ITL'&ED'\(')O UNIDADES DE ANTIGENO
COMPLEMENTO

3 6 6 9 12 1 2 3
1.5 90 | 100 | 90 90 85 25 95 | 100
1:10 65 | 100 | 40 65 50 25 85 90
1:20 5 95 10 25 40 20 25 35
1:40 0 75 10 25 35 0 10 25
1:66,7 0 55 10 30 40 0 0 25
1:100 0 75 15 35 55 0 10 55
1:125 0 80 20 40 50 0 25 80
1:167 5 100 | 35 45 60 0 25 90
1:250 10 | 100 | 35 50 75 0 45 90
1:333 30 | 100 | 50 65 90 0 60 95
1:500 35 | 100 | 55 90 90 0 75 | 100
1:667 45 | 100 | 75 95 | 100 | 10 85 | 100
1:1000 50 | 100 | 80 | 100 | 100 | 15 90 | 100

ordrion 13
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REACOES COM ANTIGENO AQUOSO 28 (OB) LECITINADO A 0,05% (METODO I1).
E SORO DE LEPRA N.° 8954,

REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA

PROTOCOLO I X (Gréfico 14)

SORO 8954

[c]

€67

©

CONTROLE
DILUICAO
uIg . 1:125 | 1:41,7 | 1:25 | 1:16,7 DO
DO ANTI- -
GENO UNIDADES DE COMPLEMENTO ANTIGENOQ
3] 6§ 3] 6| 6| 9| 9] 12 1] 2] 3
1 I | ! | \ | \ | |
5 | 251001 O] 70| 20| 7| 30| 70| 35 80 | 100
10 i a5 |100] o 70| 204 75| 30 . 70| 35| 80| 100
20 i 25100 | 0% 70| 20| 7] 30| 70 40| 75| 100
40 l 25100 ] ©] 70| 15, 7 | 35| 75| 35| 70| 100
667 | 25100, 0] 70| 20| 8 | 35| 75 25| 75 | 100
100 | 25|100| O] 8 | 25| 8 | 45| 80| 20| 80 | 100
125 30 ] 1w00) 0] 8 | 25, 8 ' 40| 80| 30| 90 | 100
167 40 | 100 | 0| 8 | 35| 90! 45| 8 | 40 | 100 | 100
250 60 {100 | 0| 90| 50 | 100 | 50 | 95 | 45 100 | 100
333 70 1 100 | 10 | 100 | 55 | 100 | 70 | 100 | 40 | 100 | 100
500 | 85| 100 | 25 | 100 . 75 | 100 [ 80 | 100 | 40 | 100 | 100
667 90 | 100 | 35| 100 | 85 [ 100 | 90 | 100 | 35 | 100 | 100
1000 100 [ 100 | 50 | 100 | 90 | 100 | 100 | 100 | 35 x‘ 100 {i 100
; r ’ 1 ! | | |
]
CONTROLE DO COMPLEMENTO \ 25 | 95 | 100
% |
Incubagdo 90 minutos a 37° C. Hemdlise 15 minutos a 37°C.
g 3
3 g §
I oiii:
5 S al 5 §3%i
. =, Z3is
: E I B
3 YT
: . o £ 8%
B &4
&

coa 3,0%% de lecitina.

GRAFICO 14
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GRAFICD 15
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EFEITO DA LECITINA SOBRE OSANTIGENOS SOLUVEISEM PIRIDINA.
INFLUENCIA DO MODO DE SE MISTURAR A LECITINA E DE SUA DOSE.
COMPARACAO DE ANTIGENOS.

Segundo a observacdo de STATINEANU e DAMELOPOLU (1909), a lecitina
poderia agir como antigeno nas reacoes de fixagdo de complemento com soro de doente
de lepra ou com liquido céfalo-ragueano.

A lecitina juntada aos extratos alcodlicos de bacilos da tuberculose aumentava a
poténcia de 80 a 160 vexes em provas de fixacdo de complemento, segundo DIENES e
SCHIFF (1926).

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

Em 1943 EICHBAUM confirmou os achados de STATINEANU e DAMELOPOLU,
utilizando suspensdes salinas de | ecitina comercial; observou entdo que havia diferenca de
marca para marca. Obteve 61% de positividade em reacdes de fixacdo do complemento
praticadas em 229 soros |eprosos.

A lecitina do comércio € uma mistura de isbmeros, com outras impurezas como
cefalina. A cefalina possui agdo reforgadora sobre extratos bacterianos na soro-diagnose
daleprose. O antigeno com cefalina teria sido capaz de evidenciar casos de leprainiciais,
enquanto 0 mesmo antigeno sem cefalina mostrava-se desprovido de acdo fixadora,
segundo ICHIATA (1940).

Os autores que usaram lecitina comercial — SACHS e KLOPSTOCK (1925),
ORNSTEIN (1926) — obtiveram soros imunes em coelhos; entretanto aquéles que
empregaram lecitina purificada — LEVENE, LANDSTEINER e VAN DER SCHEER
(1927), PLAUT e RUDY (1932), WADSWORTH, MALTANER e MALTANER (1934)
— ndo conseguiram obter soros imunes em coelhos nem evidenciar qualquer reagéo de
fixag8o do complemento entre os soros preparados e a lecitina comercial; de outro lado,
confirmaram as observagdes anteriores sbbre lecitina comercial. Soros preparados com
lecitina comercial ndo reagiam com lecitina purificada.

Os preparados purificados podei iam ter dificil dispersdo em salina e isso seria a
principal causa de sua n&o reatividade, como sugeriram WEIL e BESSER (1931) ;
hip6tese ndo foi confirmada por WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, (1934)
gue ndo observaram diferencas na dispersdo da lecitina purificada por precipitagdo com
cloreto de c&ddmo em comparagdo com alecitinaMERCK (lecitinade ovos).
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LEVENE, LANDSTEINER e VAN DER SCHEER (1927) sugerem que "a
substancia ativa na formagdo de anticorpos ndo é a lecitina, mas alguma outra
substancia presente nos preparados de lecitina comercial”.

E de interesse assinalar que MALTANER e MALTANER (1945), na padronizagio
dos antigenos de cardiolipina, experimentaram suspensOes de lecitina purificada de
coracdo de boi, com soros negativos e soros fortemente positivos para a sifilis e ndo
observaram inibicdo de hemdlise em sbro ndo reagente, mas notaram moderado grau de
reacdo com um dos 15 soros sifiliticos. Concluiram que a lecitina por s s ndo é
antigénica mas que "em certas condi¢cBes podera reagir com determinados soros'.
Anteriormente, com lecitina purificada de figado WADSWORTH, MALTANER e
MALTANER, 1934, encontraram 5 reacdes positivas em 83 soros sifiliticos. Essa
incidéncia ndo esta longe da percentagem encontrada (8%) por EICHBAUM (1943) em
condicoes semelhantes.

Em 11 misturas de soros de lepra lepromatosa, com titulos maiores que 12 com o
antigeno HA-5, observamos apenas duas reagdes de titulos menores que 6.; um dos soros
reagia com cardiolipina e com titulo 100. Era uma mistura de soros de doentes da lepra,
com sorologia para sifilis positiva e com histéria de infecgdo luética.

DISPERSAO DA LECITINA.

O modo como a lecitina é dispersa em solucdo do antigeno poderia ter efeito ndo sd
na acdo do antigeno sdbre o complemento como também sobre a reacdo.

Experimentamos trés métodos de dispersdo e consistem no seguinte:

METODO |: — A solugdo do antigeno em benzeno é evaporada eo
residuo suspenso em salina. A lecitina é juntada a solugdo benzénica. E o
método utilizado por WMITEBSKY, KLINGENSTEIN e KUHN.

A inconveniéncia désse método é a suspensdo em salina, de um residuo de
dificil solubilidade; o grau de dispersio podera variar.

METODO II: — A solugfio alcodlica de lecitina é pipetada em um copo e
a solucdo salina do antigeno € vertida sbbre a lecitina. A mistura é feita
passando a suspensio de um a outro copo, Varias vézes. Esse método é
facilmente reprodutivel, pois se assemelha ao empregado em cardiolipina.

METODO I1l: — A mistura preparada pelo METODO |1 foi precipitada
com acetona (igual volume); o precipitado é lavado em acetona e seco. Juntar
agua destilada e aquecer para melhor solugéo. Isotonisar com NaCl.

O antigeno HA-5 sollivel em piridina e lecitinado por cada um dos métodos
apresentou a seguinte turvacdo lidaem KLETT, com filtro azul: Método | = 259; Método
Il =230; Método I11 = 279.

Os antigenos foram experimentados em soro de lepra, filtrados ou ndo. A filtracéo foi
sugerida para remover certos aglomerados insolUveis. Os resultados constam dos
Protocolos X — X1 e XIl e Gréficos 16, 17 € 18).

Os resultados mostram a superioridade do Método 1. A comparagdo entre antigenos
lecitinados pelo Método |1, antes e depois de filtrados, indica que a filtragdo em papel faz
baixar o poder antigénico, quer em dosagens de sbro quer em titulagens de antigeno
(Protocolo XI1, Gréfico 18).
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PROTOCOLO X

INFLUENCIA DO MODO DE SE JUNTAR LECITINA EM ANTIGENOS
NAO FILTRADOS. (Gréfico 16)

ml de antigeno HA-5 x 10—3
CN([’%‘DII’%'\‘ 50 16] i2] 10] 8] 61 4] 3] 2| 1
[ ANTIGENO LECITINADO PELO METODO 1
| 1 ! \ | | | | |
3 U 35| 40| 40| 40| 40| 45| 45| 35| 20| 50
6 U 1 50 | 45| 50| 45 \ 70 | B5 | 60 ‘ 65 | 80 | 100
¢gU | 55| 55| @0 ’ 65 | 70| 90| 95| 100 | 100 | 100
120 | 55| 75| 8| 90 { 95 H 100 | 100 H 100 H 100 h 100
l | | |
2U | 35 30| 50| 65| 60| 70| 8 , 80| 85| 85
3U | 75| 95| 95| 100 | 100 | 100 ! 100 } 100 | 100 | 100
ANTIGENO LECITINADO PELO METODO ||
| l \ \ 1 | \ [ \
383U | 2| 15) 10| 15| 15| 10| 10| 15| 15| 55
6U | 10| 10| 10| 10 ’ 10 | 10 l 15| 20| 80 ‘ 100
99U | 20! 20| 20| 20| 25| 20| 40| 85 | 100 | 100
120 | 25| 20| 25 |25 ﬂ 25 { 30 { 90 H 100 | 100 k 100
| \ | ‘
oy | 70| 70| 75| 70| 75| 70| 80| 75| 8 | 75
3U | 751 70| 70 75| 8 | 80 | 90 | 95 | 100 | 100
ANTIGENO LECITINADO PELO METODO III
| | | | | | l | | t
55U | 70 60| 80 85| 50| B0 | 35 40} 45 ] 50
6 U 85 | 70| 75| 8 | 71 75| 80| 8 ‘ 90 ’ 100
ovU 100 | 8 | 90| 85 | 95| 100 ‘ 100 | 100 | 100 | 100
1207 | 100 90! 95| 100 | 100 # 100 | 100 % 100 % 100 = 100
| | | | ]
U | 75| 55| 65| 70| 70| 70) BO| 85 ) 75 | 80
3U | 95100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
CONTROLES
\ i \
DO COMPLEMENTO | DO SORO (111254) | )
COM: \ COM: |  DAS HEMACIAS
| | \ \ |  SENSIBILIZADAS
1U | 2U | 83U \ 1T | 20U | 31U
| ! l i
15 { 70 \ 95 L 95 \ 100 ! 100 [ 0%

I | | | i |

OBSERVACAO: — As quantidades de séro empregadas nas reagdes com 3, 6, 9 e 12 unidades de
complemento, foram respectivamente de 0,0015, 0,0030, 0,0040 e 0,0055, correspondentes as diluicOes de
1:33,3, 1:16,7, 1:12,5 e 1.9.
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PROTOCOLO XI

INFLUENCIA DO MODO DE SE JUNTAR LECITINA A ANTIGENOS SOLUVEIS
EM PIRIDINA E EM BENZOL E FILTRADOS EM PAPEL (Gréfico 17)

\ ANTIGENO HA-5 FILTRADO ml x 103
Cﬁgﬁ%g'\ ANTIGENO LECITINADCG PELO METODO I
{20 16| 1z 10] 8| 6] 4] 3] 2] 1
| | \ | i | | \
3 U |\80\80\80\75 75\75|7o‘75|30 80
6 U | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
9 U 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
12 U ‘ 100 | 100 | 100 | 100 ‘ 100 % 100 \ 100 ‘i 100 | 100 | 100
l \ ]
20U | 80| 75| 80| 8| 90| 90| 8 | 90| 90| 90
ANTIGENO LECITINADO PELO METODO |1
\ | | \ | l \
3 U 251 25| 80| 251 25| 30| 40| 40| 40| 70
60U | 30| 35| 40| 40| 55| 60| €0 85| 100 | 100
9U | 30| 55| 60| 65| 75| 100 | 100 | 100 | 100 | 100
120 | 60| 55! B5| 70| 75 { 90 | 100 | 100 [l 100 ‘\ 100
\ | ! % | \
22U | 75| 75| 7| 80 | 75| 65| 76| 80 | 90 | 90
ANTIGENO LECITINADO PELO METODO Ill
\ l l \ | * 1 | \ |
3 U 70| 8 | 65| 75| 75| 8 ) 70| 70 75 ) 80
6 U ] 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
9 U | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 { 100 | 100 | 100 [ 100
12 U | 100 | 100 | 100 | 100 l‘ 100 | 100 | 100 ‘\ 100 | 190 I[ 100
\ ! .
20U | 90| 90 85 | 80| 95| 90| 90| 95 | 100 | 100
CONTROLES:
| DO SORO COM |
OMPLEMENTO O M:
po ¢ COM: \ | DAS HEMACIAS
\ [ x |  SENSIBILIZADAS
1U | 2U 13U | 10 ;20U | 3U |
i \ | ! _
15 | 80 | 100 45 | 100 d 100 | 0%
! i k i

OBSERVACAQ: — foram usadas as mesmas diluicdes do sbro 111254, do Protocolo X. As
condi¢des da experiéncia foram as mesmas que descritas no Protocolo X.

Os resultados das titulagens (Protocolos X e X|) séo apresentados no Gréfico 17.
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PROTOCOLO XI1

EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE LECITINA SOBRE A REAGAO DE FIXAGAO
DO COMPLEMENTO COM SORO DE LEPRA N. 111254 (Gré&fico 18).

| mi DE ANTIGENO HA-5 x 10—

Cﬁ%ﬁ’%g‘\ 20 16| 12] 0] 8] 61 4] 3] 2] 1

| ANTIGENO LECITINADO A 0,025% (METODO II)

o o 4 ! | | | 5 r !
suU | 35, 40| 35| 35 35| 35| 50| 45| 50 60
6 U 30| 30| 30! 55| 55| 60| 80| 80 | 100 | 100
9 U 50 | 50 | 60 55| 60| 70| 95| 95| 100 | 100
120 | 45| 55| 55| 60 70 ‘l 70 } 100 | 100 | 100 | 100

| ‘ 1 | \ [ l
su | 500 60| 55 ol 501 45| 55| 70| 80| 80 |

ANTIGENO LECITINADO A 0,050% (METODO I1)
| L l I [ | \ [
3 U I35E30{30\35\30|40\45|45\50160
6 U ‘50\50\60'{50\65]80J 0| 100 | 100 | 100
9U + 50| 50| 70| 70| 75| 80 | 95| 100 | 100 | 100
12U ] 50 | 55 | 60 | 65; 75 i! 100 | 100 }\ 100 1[ 100

' | | \

2 U 135|30{35 35\35;40\50[55\50]55
ANTIGENO LECITINADO A 0,075%,: (METODO Il)

\ \ \ \ l \ ! { l |
3U | 35! 30| 40| 40| 35 40f40¢45{55f60
6 U 55 | 60| 70| 70| 85| 80 95 | 100 | 100 | 100
9 U 75175]’75\85}85[90]95[100!1001100

120 | 75| 70| 80| 75J 85\| 901100“00‘!100';100
| \ \ | !

2 U [35[30[30(40@35{35|40|45{45!55
ANTIGENO W. K. K. + 0,05% DE LECITINA (METODO I1)

I | I ! f [ f \ \ II
3U 145]45}50}50,55}60 70, 80| 80! 85
6U ( 70| 8 | 90| 85| 10 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
9U | 90| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
120 | 90| 100 | 100 | 100 | 100 ¥ 100 \‘ 100 |] 100 | 100 | 100

| | | ‘
20U | 40| 45 45!50|45!50|45l60 55 | 55

CONTROLES

DO COMPLEMENTO| DO SORO COM: (

COM: | DAS HEMACIAS
| | ‘ |  SENSIBILIZADAS
1U 2UI3U$1U\2U\3U|
’ ! J | i
15 | 60 i 100 | 45 | 100 rl 100 || 0%
I | | f

O sbro 111254 foi diluido a 1:33, 1:16,7, 1:12,5 e 1:9 para as reagdes com 3, 6, 9 e 12 unidades de
complemento, respectivamente.
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GRAFIOD 18

EFEITO DA QUANTIDADE DE LECITINA

Doses variaveis de lecitina foram juntadas ao antigeno solavel em piridina HA-5, pelo
Método Il. Para comparagdo foi também empregado o antigeno W. K. K. com 0,05% de
lecitina, porém lecitinado pelo Método |.

Os resultados obtidos constam do Protocolo X11; o Grafico 18 mostra que as doses de
0,025 e 0,050% de lecitina sdo nitidamente superiores a quantidade de 0,075%, segundo a
reacdo, de maior inclinagdo dalinha de regresséo soro-complemento. O antigeno de W. K.
K. deu titulo menor ao soro.

A comparagdo entre os dois antigenos, HA-5 e W. K. K. lecitinados pelo Método II,
indicou que o antigeno HA-5 tinha maior capacidade de reacdo. Julgados pelo mesmo
critério, os titulos dos antigenos foram 6000 e 3241 respectivamente para 0s antigenos
HA-5eW. K. K. (Protocolo XIII, Gréfico 19).

Quantidades maiores que 0,05 de lecitina diminuiram a intensidade da reagdo. O
Protocolo X1V e Gréfico 20 mostram a titulagem de um sbro de lepra (n.° 111) com um
mesmo antigeno (HA-5) lecitinado pelo Método 11, a0,05%, 0,10% e 0,15%.

Ostitulos encontrados foram respectivamente: 118, 75 e 49.

Com outro soro a influéncia da quantidade de lecitina sbbre o titulo nédo foi téo
marcada, embora se pudesse verificar que a dose 6tima de lecitina estava em redor de 0,05
por cento (Protocolo XV e Gréfico 21).

O Gréfico 21 ilustra uma dosagem de antigeno, diversamente lecitinado. Observar o
ato valor de a que depende da quantidade de sbro presente, como vimos anteriormente ao
tratarmos do ramo vertical das curvas de isofixagdo em lepra.



PROTOCOLO XiIlI

COMPARAGAO DE DOSAGENS DE ANTIGENOS LECITINADOS PELO METODO I

(Gréfico 19)
\ iGENO x 10— (HA-5 4 0,05¢. DE LECITINA
COMPLE- | ml DE ANTIGE X ( ‘ + 0,06% )
MENTO | I ﬂ l | ‘ l
| 20| 16 12\10] 8] 6] 4] 3 2] 1
| \ | ‘ | |
3 U \ 0 0 0 0 0 0 ‘ 0 0 0] 20
6 U 0 0 0 0 0 ‘ 0| 10| 25 56 | 100
9 U 0 0 0| 15 ’ 25 | 55 ‘ 85 | 100 | 100 ‘ 100
12U 15| 20, 35| 75! 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
I f | T | 1
20U | 651 60 | B5 | 45 50\ 60 | 65 | 55} 55
32U | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
ANTIGENO W. K. K. + 0,05% DE LECITINA
1 | I \ |
38U 0] 0] 0| 0 0 ‘ 0| 25
6U | 0 0 0 1 0 35 1 55 | 85 | 100
99U | 15 ‘ 25| 55| 65 100 | 100 ' 100 | 100 | 100 | 100
12 U ’ 60 | 100 | 100 | 100 \ 100 \ 100 | 100 | 100 ‘\ 100 | 100
| \ \
20U 35 l 35 l 45 | 40 | 40 \ 55 | b6
3 U 8 | 80 | 80| 95| 90 100 100 100 | 100 | 100
CONTROLES
| DO SORO COM: |
Do CO%SII\}IFTMENTOE © ) ‘ DAS HEMACIAS
, : | ] SENSIBILIZADAS
1u \ 2U | 3U ] 11U | 27U )
\ 1 l l \
16 | 86 | 100 | 56 | 100 0%

Antigeno diluido em salina boratada. Reacéo feita em presenca de 0,05 ml de soro de lepra 111254 ndo diluido.
Incubagdo preliminar: 90 minutos a 37°C
Incubagdo de hemdlise: 15 minutos a 37°C




PROTOCOLO X1V
EFEITO DA LECITINA SOBRE OS TITULOS DE SORO DE LEPRA n.° 111 (Gréfico 20)

] ml DE ANTIGENO X 10—3
COMPLE-|{ 20| 16| 12 10] 8] 6] 4] 3] 2] 1
MENTO HA-5 + 0,05% DE LECITINA
i ] I 1 \ \ i
3 U 35 | 35| 35| 80, 30| 35| 85| 55, 50| 60
6 U 40 | 40 5| 50| 501 50| 60 | 70( 90 | 100
5T 35 \ 40 k | 40 ] 55| 7O | 80 | 100 | 100 | 100
120 | 30| 35| 30| 30 | 80| 35 40[60‘1 90‘100
| \
20U | 46| 40| 35\35!35[30 35 | 8 | 40 50
HA-5 + 0,10% DE LECITINA
T ol a0 sl s o] o] o
SU | 85| 35| 30| 30| 3| 30| 40| 40| 45| 55
6U | 70| 70| 75| 75 | 80 so 95 | 100 | 100 | 100
99U | 80| 75| 90| 90 95 | 100 | 100 | 100
12U | 8 90| 8 | 8 1 y 100 100 | 100 | 100 | 100
| \ | | ! ) \
2 U \30;35!40[40135\35 35| 40| 30| 35
HA-5 + 0,15% DE LECITINA
‘ | s 45| 50
30U | 50 ] 351 351 80| 85| 35| 36| 46| 50| 50
6 U 85| 8 | 90| 8 { 90| 95| 100 ] 100 1 100 | 100
9 U 90 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
12U 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 yl 100 | 100 | 100 I{ 100
| | \ | \ \
2 U 50 | 35| 30| 8| 35| 35| 45| 50 50 50
CONTROLES
' .
DO COI\ggIME‘MENTO# DO SORO COM: DAS HEMACIAS
1 : [ ‘ i ( SENSIBILIZADAS
1U |20 |3U | 1U] 203U |
100 |
10 75 4 100 ( 40 l 100 ", 100 | 0%
| f

OBSERVACAO: as quantidades de soro n.° 111 utilizadas nas reacdes com trés, seis, nove e doze unidades de
complemento foram 0,0015, 0,0030, 0,0040 e 0,0055 ml.
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PROTOCOLO XV

INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE LECITINA NA DOSAGEM DO ANTIGENO HA-5,
EM PRESENCA DE SORO DE LEPRA 1112.

ml DE ANTIGENO X 10—
6] 12] 10 8] 6] 4] 3] 2| 1] 05
HA-5 4 0,06¢%, DE LECITINA

0[000/00

- N
~

l I
30U 0 \ 0| 15| 50
8 U 0\ 0 0 0 0] 10) 50| 70| 90 ] 100
9 U 0} 0 0| 20| 50| 80| 100 | 100 | 100 1 100
12U 51 20| 35| 65 | 100 | 100 | 100 { 100 | 100 | 100
| \ | ‘
2 U 35 | 30] 25 40| 40| 40| 35| 35| 40| 30
HA-5 + 0,10% DE LECITINA
[ | \ I | I 1 |
353U | 0 0 0! 0 0 \ 0 0 o0 0 k 30
6 U 0 0 0o o 0| 30| 50| 80 | 100 | 100
9 U ‘ 0 0] 15 ‘ 35 | 70| 90 | 100 } 100 i 100 } 100
12U | 15| 25| B0 | 66| 80| 90 | 100 | 100 | 100 | 100
| w0 a0
2 U \ 20| 25| 25| 20| 25| 80| 35| 30| 30| 385
HA-5 + 0,15% DE
o _LECITINA
{ [ l l l { |
3 U 0 0 0] o0 0] o0 0] 0 0f 10
6 U 0 0 5i15\25\40‘55 70 90! 90
9 U 20 30| 35| 55| 70| 8 | 90| 100 | 100 [ 100
12 U 30| 45| 60| 75| 90 { 100 l 100 | 100 é 100 i 100
| | | l
2U | 20| 25| 30| 3 | 3] 30| 30| 3 | 38 | 85
CONTROLES
\ |
DO COMPLEMENTO DO SGRO COM: { DAS HEMACIAS
COM: SENSIBILIZADAS
10 |20 [ 80| 1U[2U0]30U
| l l
10 | 75 100 40 100 100 l\ 0%
| |

No Gréfico 21 sfo projetadas as quantidades de antigeno necessérias para 50% de hemdlise quando
soro ndo diluido est4 presente com trés, seis, nove e doze unidades de complemento.
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COMPARACAO DE ANTIGENOS

No Protocolo XVI, apresentamos reacOes feitas com 5 preparados antigénicos.
Observamos nitido efeito zonal com os antigenos aquosos; os antigenos preparados por
extracdo com &gua, acool e éter ou pelo método de W. K. K. ndo mostraram o efeito de
zona. O antigeno de WITEBSKY ndo s6 € menos anti-complementar como mais
antigénico. O antigeno aquoso extraido pela mistura agua, dcool e éer (HMC-27) possui
a mesma atividade que o antigeno aquoso preparado por extragdo a quente do bacilo da
tuberculose.

O método de extracdo parece ser o responsavel pelo comportamento dos diversos
antigenos, pois foram todos preparados do mesmo lote de células.

O Protocolo XVII mostra uma série paralela de reagdes. O antigeno W. K. K. foi
preparado segundo o método de WITEB SKY ET AL. porém a extragdo dos bacilos foi
feita com a mistura dlcool-éter-agua. Fraca atividade antigéncia mostra ser o método
desaconselhavel, pois provas anteriores (Protocolo XVI) indicaram ser o antigeno W. K.
K. preparado de bacilos do lote TB 48189, bastante ativo. O antigeno aguoso HA-SAA
preparado por precipitagcdo acida em acetona, era ativo mas anticomplementar. Marcada
diferenca em comportamento foi observada tratando o antigeno aquoso 28 (OB), prepa-
rado por ebulicdo dos bacilos em agua destilada, pela piridina. A parte sol(vel em piridina
possuia atividade antigénica compardvel ao antigeno W. K. K. porém a parte insolGvel
ndo sb era desprovida de acdo antigénica, como mostrava o efeito zonal da propriedade
anticomplementar.

Diferente proporgéo entre agua, dcool e éter, ndo afeta o comportamento do antigeno
(antigeno BWA, Protocolo XVIII; a mistura dos solventes era ainda capaz de extrair os
principios antigénicos de bacilos préviamente extraidos com agua fervente; sua atividade
antigénica era praticamente a mesma que a dos antigenos preparados de células
simplesmente tratadas pela acetona; no entanto sua atividade anticomplementar era
menor, ndo apresentando o efeito zonal.

Quando no entanto extraimos bacilos com & cool-agua-éter, as cdulas ja ndo sdo
material rico de antigenos, mesmo quando se emprega 0 método de WITEBSKY
(Protocolo XV11I).
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PROTOCOLO XVII

COMPARACAO DE ANTIGENOS EM TESTES COM 8 UNIDADES DE

COMPLEMENTO
[ ANTIGENOS
DIL. W. K. K-AP | HA-5-AA | 28 (OB)-S | 28 (OB)-I
1: UNIDADES DE COMPLEMENTO
2| 8| 6| 2] 8] 6| 2] 3] 6] 2] 3| 8
1 0| 0| 15| 0] 10| 0 3] 951 0| 8 | 100 | 100
1,67 0{ 15| 20| 0| 10| 0 35| 8| 0| 8 | 100 | 100
5,0 25| 70) 30| o0 10| o0/ 30 ’ 8, 0} 75100 | 80
10 30 90| 20| 0| 15| 0| 35, 9| 0, 8 | 8 | 56
16,7 25| 90| 16| 0, 15| O | 35| 100 ] 30 | 60 | 100 | 85
50 35100 | 15| 15! 55| 0| 40 | 100 | 100 | 45 | 100 | 100
100 45 1100 | 90 | 25 [ 100 | 20| 50 | 100 | 100 | 60 | 100 | 100
167 35 | 100 | 100 | 25 | 100 | 20 | 5O \ 100 i 100 | 60 | 100 | 100
500 | 60 | 100 | 100 | 30 | 100 | 100 | |
CONTROLES
DO SORO 322 DIL. |
DO COMPLEMENTO COM: A 1:5 EM SORO | DAS HEMACIAS
l NEGATIVO | SENSIBILIZADAS
10U | 20 3 U 10U 2 U |
15| 80 100 45 100 | 09

Os tubos com 2 e 3 unidades contém complemento e antigeno e correspondem ao contrle do poder
anticomplementar do antigeno.

ANTIGENOS EXPERIMENTADOS:

W. K. K.-AP: E o antigeno W. K. K. preparado com material obtido apds a extracio dos bacilos com a mistura
&l cool-éter-agua.

HA-5-AA: E o antigeno aquoso precipitado por acetona em meio &cido. Bacilos extraidos com a mistura &lcool,
éter, &gua.

28(0B): E o extrato aquoso obtido por extragiio em agua fervente. Precipitado pela acetona e o precipitado tratado
pelapiridina. A parte solivel é 28(OB)-S.

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

Todos os antigenos foram lecitinados a 0,05 pelo método I1.
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PROTOCOLO XVIII
COMPARAGAO DE ANTIGENOS EM TESTES COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO

| ANTIGENGS
DIL. ’J BWA28 |  HAG-WA | WKK-A | WKK-P
T UNIDADES DE COMPLEMENTO
| 2] 3] 6, 2] 8] 6] 2] 3 6] 2] 8] 6
1 20| 70 0 0 30 0] 0] o 0| 0110‘ 0
1,67 | 20 ' 80 0 0| 30 0 0 0 0 0 15 0
50 | 20, 75 0 0/ 30 01 25, 60 0 20| ssi 0
10 30 | 80 0 0] 20 0| 30 h 70 0 2| 75 0
16,7 30 | 86 0| 16 40 0] 30| 95 ! 0! 30| 90| o
50 45 | 90 0 ] 35 ’ 95 0] 70| 100 0} 65100 0
100 50 [ 100 | 15 | 50 | 100 | 75 | 65 100 | 85 | 40 | 100 | 56
167 60 | 100 | 100 | 85 ‘ 100 | 100 ( 60 | 100 | 100 ‘ 45 | 100 | 100
500 | 70 | 100 | 100 | 75 | 100 | 100 | 60 { 100 | 100 | A0 | 100 | 100
CONTROLES
DO SORO 322 DIL. |
DO COMPLEMENTO COM: A 1:5 EM SORO DAS HEMACIAS
NEGATIVO SENSIBILIZADAS
10 2 U 30U [ 11U | 2U |
10 &R 100 | 55 | 100 | 090

O antigeno foi diluido em solugéo salina boratada.
ANTIGENOS EXPERIMENTADOS:

BWA-28 E 0 extrato com agua, alcool, éter de bacilos préviamente extraidos duas vézes com &gua fervente por uma
hora.

HAS5-WA E um extrato semel hante preparado de bacilos, antes da fervura com &gua.

WKK-A E o antigeno de WITEBSEY, sem lecitina.

WKK-P E a parte solGvel em piridina, mas reprecipitada vérias vézes pela acetona e cloreto de sédio.

O saro de lepra n.° 322 foi empregado na quantidade de 0,05 ml da diluigdo a 1:5 em soro humano negativo.

Os tubos com 2 e 3 unidades de complemento correspondem ao contréle da agdo anti-complementar do antigeno.

FATORES DE CONVERSAO PARA O SISTEMA LEPRA. DEFINICAO DE h DA
RELACAO LOGISTICA DE VON KROGH. DEPENDENCIA DA
PERCENTAGEM DE COMPLEMENTO FIXADO.

Quando um novo sistema é padronizado pela técnica quantitativa de fixagdo do
complemento de WADSWORTH, MALTANER e MALTANER, é necessario ter o
conhecimento do comportamento de grande nimero de soros com o antigeno estudado,
em relacdo ndo sO a capacidade fixadora mas também em relagdo ao modo como a reagéo
Se processa

Os protocol os apresentados e a nossa experiéncia acumulada sugerem ser possivel o
emprégo de uma dose Unica de antigeno "a dose de reatividade paraleld" para reagdes com
trés, sei's, nove e doze unidades de complemento.

As curvas de isofixag8o sendo praticamente assintotas ao eixo do antigeno, permite o
uso de uma dose ndo critica de antigeno, em excesso. Essa quantidade de antigeno
produzira reagdes maximas com as doses de complemento empregadas, desde que soro
sgja diluido convenientemente.
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Se entdo tomarmos antigeno e sbro nas quantidades capazes de dar uma reagéo
maxima e variarmos as quantidades de complemento presente inicialmente na reagdo, as
hemdlises resultantes tragar84 uma curva sigmoide caracteristica, quando se projeta
complemento contra hemdlise.

Essa curva sigmdide de resposta podera ser retificada em papel logito de hemdlise-
logaritmo de complemento: a linha de regressdo assim tragada podera ser estudada para a
determinagdo dos seus parémetros.

O método sendo repetido em numerosos soros de casos clinicos bem estudados nos
dara a informagéo desgjada: o vaor médio dos pardmetros para a reagéo de fixagdo de
complemento quantitativaem lepra

Se x é 0 nimero de unidades de complemento usado em um determinado tubo de
reacdo e y o grau de hemdlise observada, arelagdo entre x ey € dada pelarelagdo de von
KROGH (1916) :

logx=logK + h.log ( y )
1—y
onde h e K s8o parémetros
(h é empregado em vez de 1/n de von KROGH.)

Quando a hemdlise é de 50% (y = 0,5), x = K, isto & K representa o nimero de
unidades de complemento necess&rias para 50% de hemdlise e toma designagdes
diferentes segundo as condigdes em que o teste € feito. Assim na dosagem de
complemento em presenca de solucdo salina e sem incubagdo preliminar a quantidade de
complemento necess&ria para 50% de hemdlise é considerada "uma unidade de

complemento" e designada por Kq , segundo a nomenclatura proposta por THOMPSON
ET AL. (1949).

O nuimero de unidades de complemento necessarias para 50% de hemodlise em
presenca de antigeno e anticorpo e depois de incubagdo preliminar € designada por K's A
, K's,A 0uK's 5 conforme as proporgdes relativas entre soro e antigeno.

A outra constante paramétrica da linha de regressao é a suainclinagdo h que é
determinada como o quociente:

h= Alog x

Alogitoy

Num mesmo sistema, as linhas de regressdo tragadas para diferentes quantidades de
complexo antigeno-anticorpo, podem ser paralelas ou néo.

Se sdo paralelas um Unico valor de h servira para o célculo da quantidade de
complemento necessaria para 50% de hemdlise, sendo conhecido o nimero de unidades
de complemento inicialmente presente e a hemdlise resultante.

Em outros sistemas (sifilis e tuberculose) ndo existe paralelismo entre as linhas de
regressédo, sendo que as suas inclinagdes dependem da quantidade de complemento

h=f(K")
A determinaggo de K' podera ser feita graficamente se conhecermos dois pontos:

(X1y1) €(X2Y2)

obtidos experimental mente,
guando sujeitamos 0 mesmo complexo fixador a duas quantidades de complemento, x; e
X2.
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Os dois pontos estardo sbbre uma reta que cortara a abcissa 50% de hemodlise,
determinando no eixo das ordenadas o log de K.

Para que a técnica de fixagdo do complemento possa ser praticada em grande nimero
de soros é necess&rio que a determinacdo de K' possa se fazer por um Unico ponto de
hemdlise parcial, facilmente obtido com poucas diluigdes de soro. Nessas condigdes é
necessério se ter o conhecimento do valor de h para o sistema em teste. Esse valor de h
seria @ média dos valores obtidos em uma série de titulagens nas quais se mantinham
constantes t6das as condigdes (volume, temperatura, concentracdo de antigeno, nimero de
unidades de complemento) variando apenas o soro.

Se a reacdo for feita com x unidades de complemento o conhecimento de h nos
permitiriaresolver o seguinte problema:

Se com x unidades de complemento, a hemdlise foi de y, quantas unidades
serdo necessarias para 50% de hemolise?

Conhecido o valor de h para estipuladas condigdes e para um mesmo sistema de
fixagdo do complemento, é possivel a construgdo de tabelas que nos déo diretamente a
guantidade de complemento necesséria para 50% de hemodlise,

A determinacdo désses "fatbres de conversao” se faz sujeitando o mesmo complexo
antigeno-anticorpo a diferentes quantidades de complemento. O complemento que sobra
da fixacdo havida produzira certo grau de hemdlise. As hemdlises obtidas descrevem uma
linha sigméide de resposta, que retificada por projecéo logito-logaritmo, nos permite o
célculo do valor de h, para o sistema em experiéncia.

Os vaores de h variam de sistema para sistema e no mesmo sistema, segundo as
condigdes da incubagdo preliminar, a quantidade de complemento inicial mente presente e
também do tempo durante o qual a hemdlise se processa. Dessa forma torna-se necessario
levantar tabelas de fatbres de conversio 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 condic¢des, com soros diferentes.

Esta é a parte mais trabalhosa datécnicade W. M. M. exigindo numerosas dosagens e
grande cuidado no computo dos dados obtidos. No entanto, uma vez preparadas as tabelas
para um determinado sistema, o trabalho necesséario para se fazer uma reagdo € pouco,
pois a adicdo de hemécias sensibilizadas diretamente ao tubo de reagdo permite conhecer,
pela hemdlise resultante, qual a quantidade de complemento que seria necessaria para
50% de hemolise, cal culando-se o titulo com o dado obtido.

Como a quantidade de complemento é sempre calculada por extrapolacdo, por meio
da funcéo logistica de von KROGH, o conhecimento de h para cada um dos sistemas de
fixagcdo do complemento (sifilis, tuberculose, lepra etc.) assume importancia capital na
determinagdo do titulo do sbro pela técnica quantitativade W. M. M.

A técnica quantitativa de fixagcdo do complemento proposta por MAYER, OSLER,
BIER e HEIDELBERGER (1948) exige a dosagem do complemento depois da incubagédo
preliminar, para a determinagcdo da quantidade de complemento livre. A quantidade de
complemento empregada por asses autores € cm excesso relativo a 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 fatéres de conversdo, contribuiria paraasimplificacéo e padronizagdo
da técnica quantitativa de fixagdo do complemento.

A diferenca entre atécnicade W. M. M. eade MAYER ET AL. é essencia mente a
seguinte: na técnica W. M. M. a fixagdo do complemento vai de 48% a 93,5%
respectivamente com 3 e 12 unidades de complemento; nade MAYER ET AL. afixacdo
€ de 50% do complemento inicialmente presente.
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Enquanto na técnica de ALBANY (técnicade W. M. M.) se exige que uma unidade
de complemento sgja deixada livre para hemodlise de 50%, no método de MAYER
qualquer quantidade pode sobrar, pois a titulagem do complemento evidenciara por
diferenca, a quantidade de complemento fixado.

Anteriormente, definimos h segundo as duas escolas de fixagdo de complemento. Para
W. M. M. h se refere a inclinagdo da linha de regressdo logaritmo de complemento
inicialmente presente contra logito de hemodlise; para MAYER ET AL, h toma o
significado original dado por von KROGH (1916), como a inclinagdo de uma linha de
regressdo obtida projetando volumes de mistura séro, antigeno e complemento, contra
logitos de hemdlise.

Enquanto a primeira faz a dosagem do complemento em presenca de quantidade
constante de complexo fixador do complemento, a segunda faz a dosagem de
complemento, diluindo uma mistura de complexo fixador com complemento.

Désse modo n&o ha senso em se comparar atécnicade W. M. M. com aquela descrita
por MAYER ET AL. dizendo que na primeira os valores de h sdo variaveis, enquanto na
segunda apresentam um valor constante para todos os sistemas.

Quando quantidades variaveis de complemento reagem com um mesmo complexo
antigeno-anticorpo, as hemdlises produzidas pelo complemento deixado livre descrevem
uma linha sigmoide, que retificada nos deu um valor de 0,08 para h (Protocolo X1X), eK'

s,A= 10,7 unidades. (Técnicade W. M. M.).

Se no entanto em tubos duplicados e em volumes maiores, em vez de adicionarmos
hemécias sensibilizadas diretamente ao tubo reagdo, fizermos a dosagem do complemento
residual (técnica de MAYER ET AL.), obteremos diversas curvas hemoliticas das quais
podem ser calculados os valores de h e da quantidade de complemento fixado. O Quadro
V mostra os valores encontrados, utilizando séro de lepra e antigeno HA-5 lecitinado a
0,05%.

QUADRO YV

VALORES DE h EM FIXACAO DE COMPLEMENTO NO SISTEMA LEPRA. QUANDO O
MESMO COMPLEXO IMUNE REAGE COM DIFERENTES QUANTIDADES DE

COMPORTAMENTO
] UNIDADES DE COMPLEMENTO
TUBO | PRE- | | FIXACAO| H
| SENTES | LIVRES | FIXADAS e
1 | 12,2 / 3,0 | 9,2 | 76 | 0,24
2 {114 2,3 91 | 80 | 027
3 10,7 | 1,9 8.8 | 82 0,28
4 10,0 | 1,3 8.7 87 0,29
5 9,3 0,94 8,4 90 | 0,37
6 8,8 0,61 8.2 93 | 0,40

Verificamos que em cada tubo de reacdo contendo a mesma quantidade de complexo
antigeno-anticorpo, afixacdo do complemento se processa de acérdo com a quantidade de
complemento inicialmente presente. Com maiores quantidades de complemento a fixacéo
€ maior em nimero de unidades, porém a proporcdo entre complemento fixado e o
presente é cada vez menor (no Quadro V, observar que foi de 93% para 76%,
respectivamente quando 8,8 e 12.2 unidades de complemento estavam iniciamente
presentes).

O complemento residua pdde ser dosado e as curvas hemoliticas mostraram
inclinagOes bastante diferentes, de 0,24 a 0,40. Pela técnica de MALTANER o vaor de h
foi de 0,08.

Os dados sugerem que para menor percentagem de fixacdo o valor de h tende para o
normal de0,2.
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O complexo fixador aterariaquali e quantitativamente o complemento presente e essa
alteracdo é tanto maior quando mais complemento é fixado. Quando ha excesso relativo
de complemento a alteragcdo qualitativa, embora presente, ndo seria suficiente para aterar

o vaor de hy , até uma fixacdo em redor de 50%. Quando h& maior fixagdo, mesmo

aplicando a técnica de MAYER ET AL. a dteracdo de hy é evidente (ALMEIDA e
SILVERSTEIN, 1955).

Quando se sujeita 0 mesmo complexo fixador a vérias quantidades de complemento e
se mede a hemdlise produzida pelo complemento residual, diretamente acrescentando
hemécias sensibilizadas a mistura-reacdo, apenas estamos fazendo a determinagéo de um
ponto em uma curva hemolitica que é a da dosagem de complemento pela técnica de
MAYERET AL.

O Quadro VI mostra as hemalises parciais obtidas em uma série de 4 tubos (Protocolo
XIX).

QUADRO VI

VALORES DE hy E hy EM PRESENCA DA MESMA QUANTIDADE DE COMPLEXO
FIXADOR E COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE COMPLEMENTO.

UNIDADE DE COMPLEMENTO
TUBO | HEMG- N | &
Ne° |LISE % PRE- LIVRES | FIXADAS | H [ H
_SENTES | | X | Vv
[
3 90 10,7 t 1,9 ) 8,8 0,08 | 028
4 70 10,0 1,3 8,7 0,29
5 45 9.3 0,84 | 84 | 0,37
6 20 8,8 \ 0,61 { 8,2 | 0,40
I

A relagdo entre os dois valores de hy e hy pode melhor ser apreciada (no Gréfico 22) ao
estudarmos o Protocolo XIX, descrito com todos os detalhes, em vista da aparente complexidade do
assunto.

PROTOCOLO XIX

A experiéncia destina-se a mostrar nos mesmos tubos, ao mesmo tempo, o significado
de hy ede hy , como definidos respectivamente por W. M. M. e por MAYER ET AL.

Em tubos de 15 por 150 mm foram misturados:

ANtigeno HA-5 1110 ...ooveeiiceie e 1,0ml
SOro 8954 dil. 1:25 ..o 0,5ml
Complemento (*) .....ooeeereeeeere e 1,0ml
o == T = TR 0,5ml

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

Foram mantidas as mesmas proporgdes utilizadas na técnica de W. M. M., assim
como o volume relativo de cada um dos el ementos préviamente experimentados.
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O complexo antigeno-anticorpo formado nas proporgdes indicadas tinha sido capaz de
fixar 10 unidades quando 12 estavam presentes. Depois da incubago preliminar de 90
minutos a 37°C, em banho maria, pipetamos diversos volumes até um maximo de 0,3 ml
em tubos de 12 por 75 mm. Completado o volume 0,3 ml com sol. salina, 0,2 ml de
hemécias sensibilizadas foram juntadas. Depois de 15 minutos de hemdlise, a 37°C, os
tubos receberam 1,0 ml de sol. sdlina fria e foram lidos (depois de centrifugados) em
fotdbmetro.

O Quadro VIl mostra os resultados obtidos.

QUADRO VIl
v | HEMOLISE 7% NOS TUBOS CONTENDQO: COMPLEMENTO:
olumes
da mistura \ ‘ \ \
antigeno, 12,2 f 11,4 10,7 10,0 I 9,3 8,8
anticorpo CURVAS N O
e comple-
mento | ‘ ‘ l \
| B C D E F | G
l I \
0,07 \ 2293 l ] \
0,08 32—31 } \ ’
0,09 42—45
0,10 ’ 51—52 ‘ 27—217 15—18 l
0,11 62—62 3836 ]
0,12 [ 70—72 | 45—45 27-—24 |
0,13 77—18 52—49 | \
0,14 83—=8b I E7T—B8 36—3817 ( \
0,15 87—87 66—64 \
0,16 | 70—170 A7—47 28— 23 |
0,18 | 78—80 60—60 32—30 |
0,20 85—85 | 69—67 | 40—40 | 24—21 8—8
0,22 | 73—74 | 46—48 | 27—27 11—12
0,24 | | | 80—80 | B7—56 | 30—32 13—156
0,26 83—84 | 61 a7 14
0,28 } 87—87 | 66—66 40 20
0,30 88—90 | 70—72 44—46 | 22—21
 — A
OBSERVACAOQ:

A curva A é obtida pela projecéo dos logitos de hemdlise observada nos tubos 0,3 ml da mistura,
contra os logaritmos do complemento inicialmente presente (ver Gréfico 22).

O tubo contendo 0,3 ml da mistura corresponde exatamente aquele montado para a
determinagdo dos fatdres de conversdo pela técnica de W. M. M. e ao mesmo tempo faz
parte de uma curva hemolitica que mede o complemento livre (técnica de MAYER ET
AL)).

A curva hemolitica dos fatéres de conversdo é formada pelas hemdlises parciais
obtidas com cada um dos tubos contendo 0,3 ml da mistura (Curva A do Gréfico 22).
Convém lembrar que asses tubos se diferenciam apenas pela quantidade de complemento
inicialmente presente; cada um déles, por sua vez, faz parte de uma curva da qual ae é o
tubo que contém mais complemento livre, por ter o maior volume (0,3 ml). Cada uma
dessas curvas de dosagem do complemento residual esta representada no Grafico 22
(CurvasB, C,D, E, FeG).
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As curvas hemoliticas de B a G (Gréafico 22) obtidas pela projecdo de logaritmos de
volume da mistura antigeno, anticorpo e complemento, contra logitos de hemodlise,

possuem inclinagdo (hy) de vaores diferentes, tanto maiores quanto maior € a
percentagem de fixagdo de complemento. Quando as condigdes da reagdo permitem
sobrar complemento suficiente para tdéda a curva hemolitica, a determinagdo da
guantidade de complemento livre pode ser feita diretamente (curvas B, C, D e F) ; outras
vezes necessita ser calculada por extrapolagéo gréfica (curvas F e G).

Como acabamos de ver, ndo se pode comparar hy com hy pois sdo parémetros de
curvas tragadas em diferentes condigBes; hy tem como numerador A log de complemento

inicialmente presente; hy/ tem como numerador A log do volume da mistura da reagéo que
contém ainda complemento livre. Ambos os quocientes tém o mesmo denominador que é
A logito de hemdlise.

Em determinadas condigdes hy = hy/ . Nesse caso 0 observador tem que dar condicdes
para que afixagdo do complemento n&o vé além de 50% a 60%.

Dizer que atécnicade MAYER, OSLER, BIER e HEIDELBERGER (1948) se utiliza
de uma grande quantidade de complemento é ndo dar énfase ao seu caréter de exigir uma

fixag@o de complemento em propor¢éo que ndo atere a constante hy do complemento. E
realmente esse ponto que BIER, SIQUEIRA e FURLANETTO (1955) definem quando
dizem "além disso, condigles foram estabelecidas para a manutengdo de um valor
constante para o expoente 1/n na equagdo de von KROGH, assim permitindo o uso de
uma Unica tabela de fatdres de conversio para o calculo da atividade hemoliticade C'."

Janatécnicade W. M. M. outras condigies sao estabel ecidas para deixar sempre livre
uma unidade de complemento; como atécnicade W. M. M. emprega maiores quantidades
de complemento que a técnicade MAYER ET AL. afixag8o tem que ser levada a efeito
em graus variados, de acordo com o nimero de unidades de complemento inicialmente
presentes; assim quando a reacdo é feita com 12 unidades de complemento, a fixagdo tem

de ser levada a efeito até consumir 11, ou segja cerca de 92%. Os valores de hy sdo
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 estudados.

FATORES DE CONVERSAO PARA LEPRA

Utilizando a técnica descrita por W. M. M. (1938) e calculando os dados obtidas pelo
método de THOMPSON e MALTANER, 1940, determinamos os fatores de conversdo
para o sistemalepra

A Tabela | nos da diretamente o valor de K's A quando se conhecem o ndmero de
unidades de complemento inicialmente presente e a hemdlise resultante.

O Gréfico 23 ilustra um monograma construido segundo THOMPSON e
MALTANER (1940).

Quando fazemos a determinagdo de hy para obtermos valores médios a serem
utilizados no cdmputo dos fatbres de conversdo € de grande utilidade empregar uma série
de diluicBes de complemento, formando uma série geométrica de concentragbes. Na
técnica de W. M. M. emprega-se o fator 0,9, isto &, cada tubo contém (tubo na ordem
ascendente, tomando o mais concentrado como n.° 1) 0,9 do complemento contido no
tubo anterior.
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O célculo de hy pode ser feito por método gréfico, mas é preferivel empregar o
método dos quadrados minimos.
Esse método pode ser facilmente aplicado aos dados experimentais, utilizando-se

tabelas pré-construidas para a determinagdo dos parémetros da linha de regresséo
logaritmo de complemento-logito de hemdlise (ALMEIDA, 1957a).

Para o célculo de hy néo precisamos mais que observaces seriadas. A posico do
tubo na série geométrica nos informa sdbre a concentragdo do complemento, mas para

efeito da determinagdo de hy , se a posicéo ndo tem influéncia pois as diferencas entre os
logaritmos das concentractes de complemento sdo constantes.

A aplicacdo do método dos quadrados minimos para série geométrica de razdo 0,9 é
exemplificadano Quadro V1I1, com os dados cal culados por meio da Tabelall.

TABELA|

UNIDADES DE COMPLEMENTO (K's,A) NECESSARIAS PARA 50% DE HEMOLISE,
INDICADAS PELO GRAU DE HEMOLISE OBTIDO QUANDO SE EMPREGAM AS
SEGUINTES QUANTIDADES DE COMPLEMENTO:

|
CONTROLE ! REACAO COM SORO E
HEMG- | DO SORO | ANTIGENO
LISE ¢ |77 | | \ \ \
| 1 |2 3 1 6 | 9 | 12 i
| | | | l |
10 Po142 | 266 395 | 89 | 190 | 29,0
15 \ 1,32 | 252 | 370 | 79 13,9 | 21,0
20 | 1,26 | 2,42 | 3,61 74 | 12,1 | 18,0
25 121 | 234 0 3,40 7.9 | 11,2 | 155
30 | 1,15 | 224 | 3,30 6,7 10,6 | 14,3
35 boL10 | 220 | 3,20 6,5 10,0 | 13,6
40 1,07 | 2,14 | 3,14 63 | 98 | 130
45 1,04 | 208 | 3,08 6,2 | 94 | 12,5
50 toL,00 1 2,00 3,00 60 90 | 120
55 | 096 | 194 | 2,04 58 | 87 | 11,7
80 , 092 | 188 | 28 | 57 | 84 | 113
65 | 088 | 1.8 ; 280 ; 55 | 82 | 109
70 P084 | 176 | 2,72 54 | 7,8 | 106
75 | 0,79 | 1,70 | 2,64 52 | 76 | 103
80 073 | 1,68 | 256 | 51 | 783 | 99
85 | 066 | 1,53 | 242 | 4,9 | 70 | 9.6
90 bo0,57 ; 1,42 | 2,26 4,7 66 | 9,0
| \ !

OBSERVAGAO: Os valores de hy médios para 1, 2, 3, 6, 9 e 12 unidades de complemento sdo
respectivamente 0,176-0. 130-0, 126-0, 124-0, 146 e 0,180. Os dois primeiros foram determinados como contréles
do antigeno.
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QUADRO VII|
IDETERMINACAO DE H , EMPREGANDO A TABELA I
X
NUMERO DO | | ‘
TUBO DE COM-| HEMGLISE ¢ | Xy ; v’
PLEMENTO | | \
| |
\ Y \ (TABELA I)
| \ i
1 : 65 \ 545 i 545
2 \ 55 \ 962 | 481
3 | 25 \ 846 | 282
4 \ 15 \ 740 + | 185 —+
| ‘ |
N = 4 ENTAO a = —808 b = 25 3093 1493
Aplicando aférmula
2
h =
= XY — b= Y
—80,5
h = = 0,126
3093  —  2,5(1493)

ESTUDO COMPARATIVO DE ANTIGENOS. METODO DE ANALISE
SEQUENCIAL PARA O SISTEMA LEPRA.

O antigeno depois de preparado deve ser aferido com uni outro tomado como padréo.
A reproducdo do antigeno é uma exigéncia para que resultados de reagdes de fixagdo de
complemento possam ser reproduzidos e comparados.

O antigeno solGivel em piridina e em benzol apresenta, como vimos anteriormente,
certas caracteristicas que permitem torr&lo como "um antigeno padréo” pois ndo sO
apresenta propriedades especificas, corno possui todos os reguisitos de linearidade
exigidos para sua aplicacdo nas reagles quantitativas de fixagdo de complemento.

Para melhor padronizagdo do sistema, seria de téda a conveniéncia conservar soros de
pacientes cuidadosamente estudados. Os soros poderiam ser mantidos liofilizados,
distribuidos em pequenos volumes.

Outros antigenos seriam comparados com o antigeno padréo; devem mostrar igual
comportamento com 0s soros examinados, sendo permitida no entanto peguena
discrepancia, ndo maior que 16%. O problema consiste em fazer comparagdo com o
menor nimero de reagdes e enfrentando pequeno e conhecido risco de aprovar ou rejeitar
um antigeno, injustamente.

THOMPSON (1948) e MALTANER e THOMPSON (1948) desenvolveram
métodos para serem aplicados no exame sorolégico de antigenos a base de car-
diolipina. O método, no entanto, pode ser aplicado com igual beneficio a outros bio-
ensaios, desde que sejam estipuladas as condigdes necessdrias para a rejeicdo ou a
aprovacdo de um antigeno e sgjam construidas as tabelas necessarias para
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0 cdmputo dos dados colhidos. Neste capitulo apresentamos 0 método que estamos
usando na comparagdo de antigenos preparados de bacilo da tubercul ose.

O método de andlise que baseia no processo chamado de "inferéncia estatistica', no
gual ndo existe necessidade de plangjamento inicial quanto ao nimero de observagdes a
serem feitas; 0 método também ndo exige o conhecimento da forma de distribuicéo da
freqiiéncia dos acontecimentos e dai ser chamado de método ndo paramétrico ou da
distribuicdo livre (THOMPSON. 1949).

A decisdo a ser tomada pelo observador depende em cada fase, dos resultados
acumulados de observacGes previamente feitas, entdo decidira se necessita de mais dados
Ou se com 0s que possui poderda tomar uma decisdo, aceitando ou regjeitando um
determinado antigeno. Sua decisdo envolve sempre um certo risco que entéo foi tomado
em consideracdo pelo matematico na construgdo das tabelas de andlise seqiiencia e que
indicam o nimero de observagOes necessdrias.

Um dos méritos do método de andlise seqiiencia aplicado para comprovar uma certa
condigdo € exigir um nimero substancialmente menor de observacdes que 0 necessario
para a mesma decisgo com métodos baseados em um nimero pré-determinado de
observagoes.

DEFINICOESE CONCEITOS

Denomina-se observacao um par de resultados de reagdes. Uma reacdo € feita com o
antigeno padrdo, a outra com o antigeno em prova. Tédas as condi¢cBes sdo mantidas
constantes. O resultado pode ser dado em termos de "hemodlise parcia”, em titulos ou em
graus de reatividade. Uma determinada observac&o deve ser inequivocamente classificada
em:

Observagéo defeituosa, quando a discrepancia entre os resultados é maior que
0,16 (A G > 0,070). Observacdo ndo defeituosa quando a discrepancia entre os
resultados € menor que 0.16. (A G < 0,070). Observagdo inadmissivel quando
uma decisdo ndo pode ser feita ou por atipia da reagdo ou por evidente érro
técnico.

FREQUENCIA DE OBSERVACOES NAO DEFEITUOSAS

Sendo n o nimero de observacoes (total), a defeituosas e b ndo defeituosas (n=a+b);
a fregliéncia de b é b/n. Podemos considerar que o total de n observactes feitas sgjam
parte de um universo U de observacBes e entdo definimos a relativa fregliéncia das
observagdes ndo defeituosas de U por @ que na realidade um limite de b/n, quando n
tende para o infinito.

Um valor determinado para ® é porém desconhecido; se fosse conhecido bastaria se
ter um valor p estipulado e sdmente aprovariamos um antigeno se @ fosse maior que p;
em caso contrario o0 antigeno seriarejeitado.

Esse critério, no entanto, ndo pode ser usado porque o verdadeiro vaor de é
desconhecido. MALTANER e THOMPSON, (1948) estipularam porém dois valores p' =
p" e aceitam o antigeno quando ndo ha mais que 2% de risco que ® sejamenor quep' €0
rejeitam se o risco ndo é maior que 2% de se ter @ maior que p".

A Tabela Ill indica os valores de p'=0,75 e p"=0,85; assim aceitamos um antigeno
guando n&o ha mais de 2% de risco de que ® sgja menor que 75% e o rejeitamos se nao
ha mais que 2% de risco de achar se @ maior que 85%. Se com o nimero de observagdes
feitas ndo pudermos decidir, continuaremos a acumular mais observacoes.

A Tabela lll nos da a primeira oportunidade de alcangar uma deciséo; a rejei¢do

do antigeno é final, mas a aprovacdo depende do nimero de obser-
vacdes a serem feitas e depende dos valores estipulados parap' e p". Parap'
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e p" respectivamente iguais a 0,75 e 0,85, o nimero de observacGes deve ser no maximo

de 267 (Gréfico 14) ; quando p' e p" sdo iguais a 0,975 e 0,995 respectivamente, 0 nimero
maximo de observacles a serem feitas € de 536 (Gréfico 25, TabdalV) .

Os Gréficos 24 e 25 nos mostram qua € o limite de n; é entdo sempre possivel
estipular o limite de observagdes a serem feitas pois as duas linhas que limitam as zonas
de regjeicdo, aceitacdo e indecisdo, tendem a se aproximar quando n cresce. O limite dessa

aproximagdo é igua a um, porque € asse o valor minimo possivel entre n'y e n"g (ver
Tabelas1ll elV).

Para que um antigeno possa ser aprovado, em comparagdo com um antigeno padréo, o
nimero de observagBes deve ser suficiente para permitir que a freqiiéncia @ sgja na
realidade um dado significativo no antigeno em prova. Quando os dados caem na zona de
indecisdo, continuamos a acumular observacbes até se obter uma decisdo, sempre
considerando que arejeicdo é final, mas a aceitagdo condicionada por um niimero minimo
de observagdes.

TABELA 111

DECISOES NO TESTE SEQUENCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA NA PROVA DE
REATIVIDADE COMPARATIVA PARA ESPECIFICIDADE, INDICANDO A PRIMEIRA
OPORTUNIDADE PARA ACEITAR OU REPROVAR UM ANTIGENO.

n’ lil." n’ ﬂ,” n‘) ,‘L”
@ \ o a ¢ a o @ a ‘ a
~ ‘ -
0 14 — 18 111 72 36 196 170
1 21 — 19 115 77 37 200 176
2 28 — 20 120 83 38 204 181
3 34 4 21 126 88 39 209 187
4 39 7 22 130 93 40 213 193
b 4b 11 23 134 99 41 218 198
6 50 15 24 139 104 42 222 204
7 b6 19 25 144 109 43 227 210
8 61 24 26 149 115 44 231 215
9 66 28 27 153 120 4b 236 221
10 71 33 28 158 126 46 240 227
11 76 37 29 163 131 47 246 283
12 81 42 30 187 137 48 249 238
13 86 47 31 172 142 49 254 244
14 91 b2 32 177 148 50 258 250
16 96 LY 33 181 153 b1 263 256
18 101 62 34 186 158 b2 267 2681
17 106 67 35 190 164 b3 — 267

Depois de n observagdes, anotamos 0 nimero de defeituosas a e decidimos: aceitar o antigeno na prova de
reatividade comparativa se ng ndo € menor que n' e o rejeitamos inteiramente se n ndo é maior que N

Se uma decisdo ndo puder ser feita, continuamos a acumular observacdes. O risco de uma decisdo errada é de
2% em um ou outro sentido e a concordancia das observagdes esta num intervalo entre 75% e 85%.

(De "Cardiotipin antigens" W. H. O. 1951).
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TESTE SEQUENCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA

N= NUMERO TOTAL DE OBSERVAGJES

L o
|
PARA UM ERRO £ 2% NA DECISKO TOMADA n
P'z 0,975 P'= 0,995 Mw
REJEITAR .
CONTINUAR
'

4 ACEITAR
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TABELA IV

DECISOES NO TESTE SEQUENCIAL DE PROBABILIDADE DIRETA PARA REATIVIDADE
NAO ESPECIFICA, INDICANDO A PRIMEIRA OPORTUNIDADE PARA ACEITAR OU
REJEITAR UM ANTIGENO.

[
| ACFITAR SE O NU-| REPROVAR SE Q
NUMERO DE MERC DE OBSERVA-| NUMERO DE OB-
OBSERVACOES COES, »n, & IGUAL ‘ SERVAGCOES, n, E
DEFEITUOSAS | O0U MAIOR QUE: IGUAL OU MENOtI
| l QUE:
\ |
(a) ’ () l (n"” )
| a } o
l [
0 | 156 ‘ —
1 | 231 4
2 | 299 | 43
3 | 362 | 114
4 | 421 | 204
5 | 479 ’ 307
6 \ 536 419
7 | — | 538
| |

O risco de uma decisdo errada, era um e outro sentido, é de 2% e a percentagem de concordancia
est4 entre 97,5% e 99,5%.

(De"Cardiolipin antigens' WHO, 1951).
TESTE PARA REACOES NAO ESPECIFICAS

Cada soro é examinado com dois antigenos. um chamado Ay ou antigeno de

referéncia ou padréo e outro At ou antigeno em teste. A reacdo é feita em presenca de 3
unidades de complemento e com a dose de antigeno achada de maxima reatividade para o

antigeno Ay . Os elementos da reacdo sdo pipetados nas quantidades e na mesma ordem
como citados na Tabela V.

As reages com menos de 100% de hemdlise sdo lidas com fotdmetro, de acrdo com
a técnica. Os tubos com mais de 90% com antigeno Ay indicam soros ndo reagentes;
pares de testes feitos como acima indicado, em paralelo com os antigenos Ay e At e que
dao mais de 90% de hemodlise com A s8o considerados "observagdes admissivels'. Uma

observacdo é considerada defeituosa se o grau de hemdlise obtida com o antigeno At €
igual ou menor que 80%; de outro modo é classificada como observagéo ndo defeituosa.

Consideremos n 0 nimero de observagtes admissivels, das quais a € o nimero das
observacOes defeituosas. A primeira decisio possivel é feita de acordo com a Tabela lV;

ap6s n observagBes com a defeituosas, aceitamos o antigeno At se n ndo é menor quen'g e

0 rejeitamos de vez, se n nd é maior que n"g se ndo pudermos decidir, continuaremos

nossas observagOes, até que os dados acumulados permitam uma decisdo em um ou outro
sentido.
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TABELA VY

TESTE COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO
\ |

Séro humano inativado | 0,05 | 0,05
Antigeno Ar (diluido) | 0,10 | _
Antigeno At (diluido) | 0,10
Complemento (8 uni-

dades) 0,10 0,10
Solugio salina 0,05 { 0,05

90 MINUTOS A 37°C. JUNTAR ENTAO:
\

Hemadcias sensibili- 0,20 | 0,20
zadas \

15 MINUTOS A 37°C. LER HEMOLISE %

O proposito désse teste é evitar antigenos com excessiva reatividade ndo especifica.
Para nos guardar contra a influéncia de efeitos de correlaco, pelo uso dos mesmos
reagentes, € recomendado que se facam grupos de reagBes em dias diferentes. A
experiéncia acumulada nos estudos de cardiolipina mostram que com ésse teste poucos
antigenos evidenciam qualquer observacdo defeituosa nos primeiros 155 pares de
observagles e quase todos passam pelo teste.

Nossa experiéncia com soro de lepra e antigenos preparados de bacilos da tubercul ose
mostra no entanto que muitos antigenos falham ao serem submetidos a ésse teste. Assim
consideramos necessario sua aplicagdo pois temos tido ocasido de verificar que antigenos
feitos pelo mesmo método podem mostrar reatividade diversa, segundo a amostra do
bacilo cultivado ou as condi¢fes em que a cultura é feita.

Nesse teste, 0s soros humanos devem ser cuidadosamente sel ecionados, dada a grande
prevaléncia de tuberculose-infec¢do na populagdo. Nosso contrdle foi constituido de 651
soros de criangas entre 2 e 5 anos de idade, tuberculino negativas e colhidos para o
contrdle da vacinagdo anti-poliomielite de SALK. Nesse grupo obtivemos 22% de soros
reagentes, dos quais 0,6% com titulos entre 6 e 10. O significado dos titulos menores que
6 ndo pdde ser apurado, mas sugere reatividade nédo especifica entre alguns soros humanos
normais e antigeno preparado de bacilo da tuberculose, quando trés unidades de
complemento sdo empregadas. Os dados apresentados evidenciam a necessidade de se
empregar 6 unidades de complemento no teste de reatividade nédo especifica (Tabela V).

Soros de doentes de lepra, em forma lepromatosa, foram diluidos em sbro humano
negativo, de acérdo com a Tabela VI. Em tubos de 12 x 75 mm, 0,05 ml de cada diluicéo
foram distribuidos e a reagdo feita com 6 unidades de complemento e 0,1 ml da solugéo
de antigeno (de acbrdo com a dose indicada pela curva de isofixacdo) ; o volume é
completado para 0,3 ml. com salina boratada.

S&o as reages feitas em paraelo, usando dois antigenos, como anteriormente, Ay e

At. Depois de 90 minutos de incubagdo a 37°C, foram juntados 0,2 ml de hemécias
sensibilizadas; as reagdes sdo lidas com fotdmetro, depois da incubacdo de 15 minutos a
37°C, nos sobrenadantes dos tubos de hemdlise parcia depois de acrescentado 1,0 ml de
salina gelada e centrifugados.
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TABELA VI
DILUICGES DO SORO REAGENTE
FATOR DE SOR0O REAGENTE \ SOR0O NEGATIVO
DILUIGAQ | ;
[ I
1,0 \ — _
1,3 ! 0,20 | 0,06
1.8 ! 0,15 | 0,12
2,4 | 0,10 I 0,14
3,2 { 4,10 ! 0,22
42 0,05 / 0,16
5,6 \ 0,05 0,23
7,5 | 0,04 | 0,26
10,0 | 0.04 | 0,36
18,0 r 0,04 i 0,48
18,0 \ 0,04 | 0,68
24,0 | 0,04 | 0,92

Os resultados das reacfes sdo dados em térmos de G ou grau de reacdo, de acbrdo
com aTabela VI, onde sdo tabuladas as dilui¢fes do soro e as hemolises parciais.

TABELA VII
GRAUS DE REATIVIDADE COM SEIS UNIDADES DE COMPLEMENTO

D(FATOR DE DILUICAO DO SORO)

\ [ | | t l

\
y%J 110 } 113 } 118 } 2, :‘ 312 : 4/412 1 516 715
\ \ | l \ | | \
10 | 0,330 | 0444 | 0585 | 0,710 | 0,835 | 0,953 | 1,078 D 1,215
1,156

15 ‘ 0,271 ‘ 0,38 | 0,626 | 0,651 ‘ 0,776 | 0,894 | 1,029

20 | 0,238 | 0,352 | 0,493 | 0,618 0,743 | 0,861 } 0,986 } 1,118
2 | 0,210 | 0,324 | 0,465 | 0,590 | 0,715 | 0,838 | 0,958 | 1,085
30 | 0,188 | 0,802 | 0,443 | 0,68 | 0,693 | 0,811 | 0,936 | 1,063
3 | 0,172 \ 0,286 | 0427 | 0552 | 0,677 | 0,795 | 0,920 | 1,047
40 | 0,56 | 0,270 | 0,411 | 0,536 | 0661 | 0,779 | 0,904 | 1,081
4 | 0,148 | 0,262 \ 0,403 | 0,528 0,653 | 0,771 | 0,896 | 1,028

50 [ 0,181 | 0,245 | 0,386 | 0,511 | 0,636 | 0,754 | 0,879 | 1,006

55 | 0,113 | 0,227 | 0,368 | 0,493 0,618 | 0,736 | 0,861 | 0,988
60 | 0,104 & 0,218 | 0,359 | 0,484 0,609 | 0,727 | 0,852 | 0,979
65 | 0,080 | 0,194 | 0,335 | 0,460

|
|

0,685 | 0,703 | 0,828 | 0,955
| 0,698 | 0,823 | 0,950
|

| |

70 | 0,075 ‘ 0,179 | 0,330 | 0,455 | 0,580
i l
| \

76 | 0,065 | 0,169 1 0,310 | 0,435 0,560 | 0,678 | 0,803 | 0,930
80 | 0,045 | 0,159 | 0,300 | 0,425 0,550 | 0,668 | 0,793 | 0,920
85 | 0,023 | 0,137 | 0278 | 0,403 | 0628 | 0,646 | 0,771 | 0,898

l 90 \, 0,000 ! 0,114 ‘l 0,265 | 0,380 | 0,505 | 0,623 | 0,748 | 0,875

l |

OSBERVACAO: O grau de reatividade é calculado como

G=logD (K'—1) — 0,568
SA

Para diluices maiores ou igua a 10, calcula-se G. juntando-se 1,0 ao valor
correspondente natabela VIl. Assm paraD = 13 e hemdlise = 30%, G = 1,302.
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G para dado soro é o valor méximo achado, desde que ndo difira de outro valor de G
mais que 0,110. Se uma determinada reagdo ndo nos da nenhum valor de G (como no caso
de 100% de hemdlise em todos os tubos, ou de hemdlise igual a zero em todos os tubos,
ou zero num tubo e no préximo 100%) é entdo classificada como inadmissivel. O Quadro
IX nos daum exemplo do célculo de G.

QUADRO IX
EXEMPLO DA AVALIACAO DE G
\
TUBO N.° DILUICAO | HEMOLISE ¢ |G (TABELA VII)
| 5 t
\ |
2 1,3 5% | _
2 1,8 307 | 0,443
4 2,4 ‘ 80 ‘ 0,425
5 3,2 |\, 10074 ‘ ——
[

Para o célculo tomar o valor maximo de G que é de 0,443. 0 outro valor de G, 0,425,
difere de 0,443 de menos de 0,110. Assim aceitamos 0,443 como G, dentro das
especiflcacBes de tolerancia de discrepancia.

Assim cada soro nos fornecera dois valores de G, um obtido com antigeno Ay e ent&o

serd Gy e outro com antigeno At e entdo é chamado de Gt . Os dois valores de G formam
um par de resultados ou uma observacgdo admissivel. Uma observacdo admissivel é
considerada defeituosa se

+ (Gt— Gy ) >0,070
caso contrario é
considerada ndo defeituosa.

O uso de G foi proposto por ALMEIDA ET AL (1955) como equivalenteao usode T,
como definido:

T=D.(K'—1)
SA

A relacdo entre T e G no sistemalepra é
logT =G+ 0.568

Sendo R adiscrepancia observada, 0,070 é o log. do quociente entre os dois titulos Tt
eTrouentreGieGy.

A relacdo entre G e R pode ser expressa aproximadamente como:

R = 2,203 (Gt — Gy )

A substituicgo de T por G, como proposta, tem a vantagem de simplificar a avaiagdo
das discrepancias entre as reatividades encontradas e dependentes de dois antigenos em
prova. (ALMEIDA & THOMPSON, 1954).

O proposito désse teste é verificar comparativamente diferentes antigenos, pois €
indesgjavel ter maior ou menor sensibilidade quanto a reatividade especifica no antigeno

em teste At.
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A Tabela Il nos da a primeira oportunidade de poder tomar uma decisdo quando
conhecemos 0 nimero de observacbes defeituosas a no total de n observagdes
admissiveis; aceitamos o antigeno, quanto a reatividade especifica quando n ndo é menor

gue n'y ; rejeitamos o antigeno, de uma vez, se n Ndo € maior que n"g ; caso contrario,
continuamos a fazer novas observagtes, até ser possivel tomar uma deci sao.

Para evitar correlagdes pelo uso dos mesmos elementos na reacdo, fazemos cada dia
um pequeno ndmero de testes, geralmente de 6 a 8. Para que o antigeno sgja aprovado n
tera que ser igua ou maior que 20 e para rejeitalo a devera ser igua ou maior que 8
(quando 20 observacdes sdo feitas).

Um exemplo da aplicagéo do teste de comparagao de reatividade especifica é dado no
Quadro X.

QUADRO X

COMPARAGAO DA REATIVIDADE DE DUAS PARTIDAS DE ANTiGENO HA-5 EM
TESTES COM 6 UNIDADES DE COMPLEMENTO E COM DOSE DE ANTIGENO IGUAL (1:50
em salinaboratada).

SORO DE | DILUI-| HEMOLISE % | REATIVIDADE
LEPRA CAO CLASSIFICACAO DA
N.o OBSERVAGAOQ
I: A 4 G G
IR
1 | ’ | | i
8 | 1,3 | 3 | 25 | 0302 | 0,324 | ndo defeituosa
| 1,8 | 6 | 75 | 0335 | 0310 |
95 ! 10 | 20 | 80 | 1,238 | 1,188 | ado defeititose
| 13 | 45 | 40 | 1,262 | 1,270 \
307 ! 75 | 15 ) 20 | 1,156 ! 1,118 ndo defeituosa
10 ‘ 65 | 70 | 1.080 | 1,075 |
895 10 | 25 | 30 1,210 1,188 | nio defeituosa
13 | 46 | 40 | 1,262 | 1.270 |
183 42 | 10 \ 15 0,953 0,894 |
5,6 | 90 | 8b 0,748 0,771 | inadmissivel
303 6 1 80 | B85 1,063 1,047 | nio defeituosa
| 10 | 90 | &0 | 1,000 | 1,045 |
246 | 32 | 10 | 25 | 0,835 | 0,716 |  dejeituosa
‘ 42 | 55 | 90 | 0736 | 0.628 }
. \ ‘i

OBSERVACAOQ: O sbro 183 mostra uma reacio classificada como inadmissivel, pois ha mais que
0,110 de diferenca entre os valores de G, para um mesmo antigeno. ReagGes atipicas podem ocorrer
por aplicacdo da tabela de fatores de conversdo, quando o soro imprime diferente inclinaggo (h) a
curva hemolitica, que a encontrada na maioria dos soros em um determinado sistema (ALMEIDA e
FREITAS, 1953).

No Quadro XI apresentamos os resultados do teste de andlise seqiiencia a algumas
partidas de antigeno. A coluna da direita indica os titulos obtidos com o antigeno,
utilizando em tédas as determinagcbes um mesmo soro de lepra (n.° 138). Os testes de
andlise seqliencial para comparacdo de reatividade foram feitos com a dose de antigeno
encontrada por técnica de isofixagdo. Dessa forma evita-se a influéncia da concentracéo
do antigeno na solucdo testada.
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QUADRO XI

COMPARAGAO DE ANTiGENos SOLUVEIS EM PIRIDINA E LECITINADOS A 0,05%;
O ANTIGENO PADRAO E HA-5 (1)

| \ TITULO
| NUMERO DE DECISAQ ' DO ANTI-
ANTIGENO | OBSERVACOES B | GENO
| AR’ I Aant
a \ n ‘ | S,a
|
w. K. K. (1) 3 [ 36 [ aceito \ 4000
W. K. K. (2) 1 23 ‘ aceito | 3000
28-OB-8 2 ‘ 30 aceito \ 2500
W. K. K. AP | 11 14 | rejeitado | 1000
W. K. K. P | 1 \ 22 | aceito | 2000
HA-b (2) 4 42 | aceito \ 7500
HA-b (3) 1 ) 22 \ aceito | 7000
HA-b (4) 1 | 23 | aceito 6600

OBSERVAGCAO: Os antigenos W. K. K. foram preparados de acordo com as especificagdes originais
de WITENSKY, KLINGENSTEIN e KUHN (1931) de lotes de bacilos n.° 48189. Os nlimeros entre
paréntesis servem para distinguir a primeira da segunda partida.

W. K. K. AP é o antigeno de W. K. K. preparado de bacilos previamente extraidos com a mistura
agua, acool, éter.

W. K. K. Péoantigeno W. K. K. (1) precipitado por acetona em presenca de cloreto de sodio.

HA-5, (2) (3) e (4) compreendem a segunda, terceira e quarta partida de antigeno HA-5, preparado de
acordo com as especificagdes dadas no capitulo I1.

E necessario notar a grande diferenca existente no método por nés proposto para a
comparagdo de antigenos preparados de bacilos da tuberculose, quando usamos "uma
dose de antigeno suficiente para se obter uma reagdo paralela’ em vez de uma diluicédo
considerada 6tima para o antigeno padréo.

Em teste semelhante aplicado a antigenos de cardiolipina, a dose de antigeno € usada
como se fésse igual a encontrada para o antigeno de referéncia. Nesse caso o teste ndo so
nos da meios de comparar o comportamento dos antigenos, como também sua propria
concentragdo. Assim se tomarmos um mesmo antigeno de cardiolipina mas em diferentes
concentragdes, (como por exemplo o antigeno original e outro preparado diluindo-o uma
vez em dcool), o teste de andlise seqliencial forcosamente o rejeitara. Se no entanto
utilizarmos a dose de reatividade paralela, 0 antigeno seré aceito; o método dara a nogéo
da concentracao relativa do material antigénico.

O método apresenta grande contraste com aquéle utilizado por PADRON (1952)
guando comparou Os antigenos aquosos precipitados, por método quantitativo,
considerando titulo do antigeno igual 8D (K'sy — &) + a. O valor a se refere ao primitivo
C' descrito por W. M. M.

O Quadro X1 mostra os titulos assim determinados em diversas partidas de antigenos
aguosos precipitados.

Os antigenos ndo foram examinados em teste de comparatibilidade de reacdo. Dessa
forma apenas tivemos nogdo da relativa concentragdo dos extratos aquosos, ndo de seu
comportamento com soros de lepra ou de tubercul ose humana.

Gerdmente o antigeno era entdo experimentado com soros de reconhecida
positividade, lepra ou tuberculose, em nimero suficiente para dar informagdes sbbre o
comportamento do antigeno de nova partida.



REVISTA BRASILEIRA DE LEPROLOGIA 265

QUADRO XIlI

TITULOS DE ANTIGENOS DETERMINADOS POR METODO QUANTITATIVO DE FIXAGAO
DO COMPLEMENTO (PADRON. 1952).

|
ANTIGENO PRECIPITADO | ANTIGENOS TRATADOS PELO
BRUTO | BUTANOL
[ \ |
N.o ; TiTULO ’| N.o 1{ TiTULO

I [ |
48189-A | 1230 [ 48189-Mg [ 3000
48189-B \ 780 ! H37-M3 ! 2600
48189-F | 1360 \ H37-1414 \ 3500
48189-G ‘ 900 | BCG-1 [ 800
H37-D | 1000 | 1
H37-E | 1190 | {
BCG-1 l{ 500 ‘\ 1‘

REPRODUTIBILIDADE

Quando se aplica o teste de comparacdo em analise seqliencial podera se obter uma
observacdo defeituosa por erro técnico inerente ao método, pois é de se esperar que em
um determinado tubo os erros de pipetagem se acumulam em um mesmo sentido. Nesse
caso, poderiamos ser levados a reprovar um antigeno injustamente?

Uma pesquisafoi recentemente levada a efeito por ALMEIDA e THOMPSON (1955)
comparando um determinado antigeno com éle mesmo. A experiéncia compreendeu 314
pares de observagGes com 15 inadmissiveis e as restantes 299 com 139 mostrando
diferencas em G menores de 0,018; 232 pares com diferengas menores que 0,035 e 286
com diferencas menores que 0.070. As 13 restantes, eram observactes defeituosas (com G
igual ou maior que 0,070).

A experiéncia indica que se pode esperar 4,3% de observacdes defeituosas por erros

técnicos, a incidéncia é muito mais baixa que a estipulada por MALTANER e
THOMPSON (1948) para pares de reacfes feitas a0 mesmo tempo.

RESUMO

A reacdo de fixagdo do complemento em soro de lepra com antigenos preparados de
bacilos da tuberculose se deve a atividade hapténica dos fosfatideos &cidos complexos
ligados a carboidratos e solGveis em piridina.

O efeito anticomplementar dos antigenos solGveis em piridina é corrigido pela
leciting; efeito semelhante se observa nos antigenos aquosos do bacilo da tuberculose.

As reacfes entre antigeno, anticorpo e complemento, podem ser melhor estudadas por
meio das "curvas de isofixacdo" obtidas por projecdo de antigeno contra sbro, o
complemento sendo mantido constante.

A curva de isofixagdo em seu ramo vertica permite determinar as condicOes
necessdrias para a titulagem de antigenos e também a influéncia da quantidade de soro
presente nareacdo sabre os pardmetros da linha de regressdo: antigeno-complemento.

O ramo horizontal da curva de isofixagdo indica as condi¢des nas quais
se deve processar a titulagem do sbro. A influéncia da dose de antigeno empre-
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gada sbbre os pardmetros da linha de regressdo soro-complemento pode ser apreciada e dada
uma corretainterpretacdo.

A dose de antigeno a ser usada numa titulagem de soro é aquela que néo afeta o relativo
paraelismo das curvas de isofixagdo. Entéo, complemento fixado sera fungdo linear da
quantidade de sbro presente.

A parte da curva de isofixacdo que liga os dois ramos assintéticos, traduz a supléncia
observada entre sbro e antigeno e indica as condigdes em que a fixagdo do complemento
depende tanto da quantidade de sbro presente, como da quantidade de antigeno usado. Nesse
caso, atitulagem de qua quer um désses e ementos ndo poderd ser feita

Para a titulagem de soros, por método simplificado, fatores de conversio s&o utilizados.
Esses fatores foram determinados para o sistema lepra onde os valores de h sofrem marcada
influéncia da quantidade de complemento necessario para 50% de hemdlise, pois ha estreita
dependéncia entre a percentagem de complemento fixado e a inclinagdo da linha de
regressao logaritmo de complemento contralogitos de hemdlise.

A padronizagdo da reacdo de fixacdo do complemento exige a reprodutibilidade das
partidas de antigenos. Métodos de andlise seqliencial foram enté&o adotados para o sistema
lepra e tabelas construidas para maior facilidade de uso e precisio de resultados, com o
menor nimero possivel de observactes.

A reprodutibilidade dos antigenos solUveis em piridina € maior que a observada com os
antigenos aguosos; sua estabilidade é também superior e ndo se observou, em um ano,
qualquer dteragdo de suas propriedades.

SUMMARY

Water-soluble and pyridine-soluble antigens have been studied by the isofixation
method.

Severd preparations from each strain of tubercle bacillus have been found to have
satisfactory properties for use as antigen in complement fixation reactions for leprosy.
Antigens have been compared with one another by the method of isofixation curves. When
two preparations tested with the same leprous serum give the same curve, it is assumed that
the two have essentialy the same specific reactivity. The severa antigen preparations tested
have given nearly identitical curves. From these curves the antigen dose to be used in the test
was determined.

Titers were computed as the dope of regression lines between complement and antigen
or between complement and serum, for antigen or serum titrations. Quantitative rel ationships
between serum and complement were found in the presence of a paralel dose of antigen,
defined as the dose of antigen that do not disturb the relative paralelism of the isofixation
curves in the zone where complement fixation is proportiond to the amount of antibody
present.

Suitable complement-fixation test-systems adapted to sequentiad anaysis of the data are
described for leprosy seraand antigen prepared from tubercle bacilli.

Tests for comparability of specific reactivity of antigen preparations were made with a
number of lepromatous sera, each used in a pair of tests with a reference-standard antigen in
one and the test antigen in the other. In these tests more convenient preliminary procedures
were employed; and in evaluation of the test result, it was used the grade of specific
reactivity defined as G =log T — 0,568, for leprosy system, in reactions with six units of
complement; G is obtained from a table. This permits determination of admissibility and of
classification as defective or not by use of avery smple arithmetic procedure.

The method results in great savings of effort and materias in experimental procedures
and in processing the data without any consequent delay or loss of confidencein the ultimate
decisions for acceptance or rejection of antigen preparations.
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