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ABREVIATURAS

Ac - anticorpo

Ag - antigeno

Anti-SN&C - s6ro de cavalo anti-soro normal de coelho
Anti-SNCr - s6ro de coelho anti-soro nor&ai de carneifo
Anti-IgGeo - soro de carneiro anti-IgG de coelho

"BBD - benzidina-bis-diazotada

€ - Complemento

Hem.Ag — hemacias sensibilizadas com o antigeno

Hém.SAB - hemacias sensibilizadés“ccm a soro albumina bovina
Hem.SAB .Anti-SAB - hemacias sensibilizadas com o complexo

SAB.anti-SAB.

" Prot. — ©proteina
SAB - s oro albumina bovina _ . .
SNC - s:ara normal de coelho -
SNCr - soro normal de carneiro.

Sa -~ soro de carneiro anti-IgG de coelho

Sb - soro de carneiro anti-Fab de coelho
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INTRODUCAQ

0 mecanismo de ativagao de ¢, pelec complexo Ag.Ac.
=ainda nEio;esté elucidado, desconhecendo—se ainda o papel
das dife rentes regioces da molécula do anticorpo, no fenamg
no dalat:ivaggo‘

A partir dos trabalhosde PORTER ( 1959 ) e de
NISONOFF (1950) que permitiram obter fragéentos biolégica—
mente a t ivos, foi possivel iniciar-se estudos com o senti-
‘do de vearfficar a fungao das regiaes Fab e Fe¢, no fenomeno
de fixag zo de complemente. (Vide revisoes de COHEN, 1944

e de MUT.LER EBEZRBARD, 1%68).

et

TARANTA ¢ FRANKLIW (1961) mostraram que 65 fragmen
tos Fab e F(ab')z de coelho embora capazes de reagir com o
antigeno , nao eram capazes de induzir a reagac de  fixa-

" ¢2o de complemento. Este fato estava relacionado, ou com a
incapaci dade do fragmento Fab de formar gmarredé tridimen-
sional ou a pe;dé de sitio essencial da molecula de IgG,pa
ra a fixacao de complemento.

Em apoio desses dados, os trabalhos de ISHIZAKA et
al ( 1962) mestraram que os imunecomplexos soluveis de
fragmento Fab e F(ab')z de coelho sac incapazes de - fixar
complemento ou produéir a reacao de PCA. Observaram ainda

_que Os agregados_de_fragmento Fab, prcdg;;§9§.§§r;v5$ _dqu

uso de benrzidina-bis~diazotada, nao possuiam aquelas pro-
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priedade=s biolbgicas, enquanto que o fragmento Fc, as pos-
;suié.m. E stas propriedades foram constatadas atraves da rea
c¢ao de i nibigac, onde estes fragmentos competem com a mole
cula nativa de imuneglobulina, Estes autores concluiram en
tgb que o-fragmento FE. da molécula de IgG de coelho, apre-
senta a estrutura essencial aquelas atividades bioldgicas.

0 fragmento F(a’o')2 relativamente 2 molécula de
IgG, fixxa pouco C (AMIRAIAN e LEIKHIY, 1961).E1§bora este
fragment o aglutine as hemacias de carneiro, n&o ha produgioc
de lise , gquando se‘adiciona o' C ao sistema. Este  fato
levou os autores a céncluirem, que a regiao Fc e essencial
para a T ixacao de complemento. Esta conclusao foi reforca-
da pelas observaggés de que tanito a moclacula de IgG nativa
gquanto o fragmento Fe¢, eram capazes de inibir a lise das
hemgcias sensibilizadas com o amboceptor.

0 .usq da papainal-ligada' a um suporte insolivel, o
copolimerc de amino-zcido p-aminc fenilalanina e leucina,
{ CEBRA, 1961) permitiu mostrar que os fragmentos Fab e Fe
sao resultantes de 2 agoes sucessivas: 1) hidrolise de de-
terminadas ligagoes peptidicas; 2) redugao subsequente de
grupos dissulfetos. A molécula de IgG que foi submetida a
agao da papaina insollvel na ausencia de ciste{n:a & capaz
de fixar o complemente ( CEBRA, 1963). A acao subsequente
da papaina resulta na formagio de fragmentos Fab e Fc, que

nao fixam o C. Com a base nesses dados o 4dutor admitiu que
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as pontes dissulfeto tem papel fundamental na manutengio
dos sitios envolvidos na fixagao de complemenfo.

As constatagSes de WIDERMANN et al. (1963), de gque
a molecula de IgG2 humana, tratada com 2-mercaptoetancl pexr
dem a swua capacidade de fixar C, apoiam essa interpretacao.

SCHUR e CHRISTIAN (1963) submeteram a IgG de coelho
e carneiro Qob a agao de 2-mercaptoetanol e constataram que
a redugao de uma ponte dissulfeto 1abil acarreta uma sensi-
vel diminuigéo na capacidade de fixagao dovC, a0 passo que
ndo observaram nenhuma diminuigzo na eficiencia da reagao de
precipitacao frente ao antfgenq, tornava-se necessario a re
dugéo de 10 grupos dissulfetos por molecula de IgG.

Alguns dados iﬁéicam que outras estruturas da mole
cula de IgG além da regiao Fc, sao impertantes no fenoOmeno
de fizxagao de C .

REISS e PLESCIA (1963} submeteram o complexo Ag.Ac.
e complemento {(s0ro huﬁanoj'é agdo da papaina e analisaramo
digesto imunoquimicamente. Observaram dque o Iragmento Fab
achava—se coﬁplexado ao componente do soro humano (complemen
to). No entanto, nestas experigncias nao foi possivel dmmgg
trar a presenga dos componentes de¢ C, complexado ao fragmen
to Fc. Este fato foi explicado, admitindo-se que o fragmen=
to Fc fosse importante para desencadear a ativagao dos com-
ponentes do C,.

Os 1mune complexos preparados a partlr de F(ab ) fi

xam apenas 20 a 407 de C de cobala. 0 C restante dessas ex—.
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perienci as nao mais podem ser absorvides por imune—comple;
xos preparados com a IgG nativa (SCHUR e BECKER, 1963).

A existencia na IgG, de cobaia de dois sitios capa-
zes de dinteragir com o complemento foi evidenciada por
SANDBERG et al. (1971). Um desses sitios localizadoe na re-
giao Fc que fixa o complemento atraves da via classica C, a

C Outro sitio presente no fragmento F(ab')_2 fixa o C atra

g
ves da wia alternada Cy a Cgy. .

OLIVEIRA E LAMM (1971) isolaram de mapas diagonais
de IgG, de cobaia um peptiﬂeo designado P2 que contem 3 cig
;einas comprometidas com a ligagao H-H. Em comunicagao recen
te Oliveira (1973), sugere que este peptideo estzja relacio-
ngdo com a capacidade do fragmento F(ab’)z de ativar 23-

UTSUMI, (196%) nas experiéncias realizadaé com IgG
de coelho digerida com a papaina sob condicoes variaveis de
pH e forga idnica cbteve quatro fragmentos de tamanhos dife
"rentes. Estes fragmentos foram dgnoﬁinados EFd, mﬁé; sfc e
stFc, de acorodo com o tamanho e féraé utilizados em experi
encias orientadgé no sentido de localizar os sitios respon-
saveis pelas atividades biologicas (fixagao de C e sensibi~-
lizagcao da pele de cobaia). Todos os fragmentos apresentavam
atividades antigenicas. Apenas o fragmento 1Fc{com a regiao
da dobradiga) fol capaz de sensibilizar a pele de cobaia. Os
fragmentos 1Fc e mFc (este Gltimo sem a regido da dobradiga)
rfixgram o complemento. No entante, cqmpafaqdowgg a eficién-u

cia de fixagao de € da molecula de IgG nativa e dos fragmen



tos 1Fc e mFc, observa-se que a molécula de IgG nativa era
mais efi.cienté . Duas hipoteses sao possiveis a partir desses
dados: o u existe diferencga dg afinidade de combinagao nas rea
goes C x fragmentos e C x IgG nativa ou existe pelo menos
dois sIt-ios de combinag¢ao com o C na molecula de IgG nativa.

Og trabalhos realizados ate o momento, no sentido de
localizar o sitio de interagao com o C na molecula de IgG na-
tiva, foram realizados com moleculas de anticorpos digeridas.
Os achajios'de RANGEL (1968), sugerem a poséibilidade de se
realizar investigagoes sem a necessidade de submeter a molecu
la de IgG nativa a tratamentos quimicos ou.enzimaticos.

Egse autor em.(1968) estudando a aggo dos soros anti
soro globulinas (anti=-SG), sobre as hemacias sensibilizadas
com o complexo SAB.antiSAB, verificou que a lise neste siste-
ma era estritamente dependente da natureza dos soros anti-SG,
e nao das imunegiqbulinas do complexce SAB.anti-SAB, utilizado
na sensibilizagao das hemacias. Quando sorcs anti-SG, capazes
de fixar C eram utilizados nas experizncias, cbserva—-se a ocor ~
rencia da.lige, mesmo quando o complexo SAB.anti-SAB fixado a
hemacia era incapaz de fixar C e ﬁrovocar a lise. Por dutro?g
do observava-se a inibigao da lise quando hemacias sensibili-
éadas com um complexc SAB.antiSAB que lisaria na presenga de
C, era submetido 3 agao de um sOro anti~SC incapaz de fixar
cC.

] 0 nosso trgbalbp tem por escopo verifiqar a possibif

lidade de utilizar o fenOmeno de inibigao da lise por sorc an
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ti-S5G na investigacao das regioces da mcléecula de IgG envolvidas
no fenome mo de fixagao do C.

Para tal fim procuramoé verificar o compbrtamanﬁo dos
soros ant 1~IgG de coelho produzidos na cobaia ou no carmneiro sgo
bre as hemacias SAB.antiSAB.

As -imu_neglobulinas presentes nesseAs soros, capazes de
inibir a lise especifica das Hem.SAB.anti-SAB, foram isoladas e
caracteri zadas, procurando-se verificar a especificidade para
determinantes antigenicos das regioces Fab e Fc. Os dados apresen
tados no presente trabalho sugerem a existencia de pelo menos
dois siti os responséveis.pela fixacao de C sobre a molécula de

IgG de coelho.



MATERIAL E METODOS

ANTIGENOS: A soro albumina bovina (SAB) cristali
na foi obtida conforme as instrugoes de KABAT e MAYER
(1961) .

IMUNESOR(0S: Os imunesoros anti-Fab e anti-Fc, fo

ram ob tidos em cobaias segundo as indicgoes de BINAGHEI (
1966) e RANGEL (1968).h )

Os imunesoros de carneiro antiwigG e anti-Fab de
coelho , foram obtidos segundo as indicagSgs de BINAGHI
(1972, comunicagac pessoal). Esses imunesoros foram prepa
rados , incculando-se por via subcutdnez, 1 ml da mistura
de vol umes iguais de antigeno (IgG ocu ¥ab) contendo 13 mg/
ml em adjuvante completo de Freund, Decorridas 5 semanas
apos a primeira dose, os animais eram incculados por via
intramuscular, com 1 ml da mistura em partes iguais de an
tigeno (10 mg/ml).e adjuvante completo de ?réund.’ﬁpas 12

EY

dias o©s animais eram sangrados. -

o iéuﬁesSIO de cayalo anti~-soro normal de coelho
{anti— SNC) foi cedido pelo Professor Pierre Grabar, do
Instituto Pasteur de Paris.

Um dos imunesoros de coelho anti-sOro mormal de

carneiro{anti-SNCr) foi cedido pelo Professor Benedito de

Oliveira Filho, Fac. C.M. Biol. de Botucatu.

0 outro imunesdro de coelho anti-sOro normal de

carneiro (SNcr). foi obtido, inoculando-se nos linfonodos
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0,5 ml &4 & mistura em partes iguais de antigeno (10 mg/ml) e
adjuvant e coméleto de Freund, e quatro semanas apos a primei
ra dose, o0s animais eram inoculados, por via intramuscular,
com 1 m1 da mistura de antigeno ( 10 mg/ml) e adjuvante com
pleto de Freund. Os animais eram sangrados duas semanas apcs
a ultima dose.

Todosros imunesoros utilizados nas_experigncias,

foram in ativados a 569C por 30 minutos.

REAGENTES: Todos os reagentes utilizados, adqui-
ridos no comércio,salvo alguns reagentes especiais, traziam
a especi ficagao de reagentes analiticos. A papaina (2 = cris
talizada ) foi obtida de Nutricional Biochemical Corporaticn.
DEAE cel ulose e CM celulose foram obtidas de Bio Rad Labora
~tories, Richmond, California. DE~52 Whatman celulose foi ob-

tida de W.R. Balstar, Inglaterra.

CROMATOGRAFIA EM CELULOSE MODIFICADA: As cromatg -

grafias em dietil-aminc-etil celulose (DEAE celulose) e car
boxi-met il celulose (CM*celulose).foram realizadas de acdr-
do com as instrugoes fornecidas em SOBER et al. (1956), uti
lizando—se colunas de 2,5 cm de diametro x 60 a 70 cm, a
49C., Os tampoes utilizados nessas cromatografias foram pré—
parados de acdrdo com as instrugoes fornecidas por  GOMORI

(1955) ..
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IDO0SAGEM DE PROTEINA: As concentragoes de proteinas,

foram de terminadas atraves do reativo de Biureto, segundo
DITTENBR.AND (1948) ou por determinagﬁb espectrofotometricaa
280 mu em Espectrofotometro Zeiss PMQ II, em cubas de

quartzo <<om 1 cm de caminho otico.

PRECIPITACAO EM MEIO LIQUIDC: As reagoes de precipi

tagcio et meio liquido, segundo o metodo de HEIDELBERGER e

KENDALL (1935).

PRECIPITACAO EM MEIO GELIFICADO: As tecnicas de inu

nodifusa o foram realizadas em gel de 3gar, em meio isotoni-
co pE 7, 2 2 7,4, segundo OUCHTERLONY (139583}. As técnicas de
eletrofo rese e de imunoceletroforese foram realizadas confor

me as in strucoes de GRABAR e BURTIN (1964), em placas de vi

dro de 1 2 cm x 8 cm ou 6 cm ®x & cm, contendo uma camada de

3 mm de 3gar a 17 em tampao veronal pH 8,4, 0,05 M, com gra

»
Ed

diente de potencial de 10 volt/em, tempo de 1 hora e 30 mi-
nutos. A microtécnica de eletroforese foi realizadé;segunéo
SCHEIDGGER (1955) em placas de vidro de 2,5 cm x 7,5 cm com

um gradi ente de potencial de 6 volt/cm, tempo de 45 min..

PREPARACAO DE IgG DE COELHO: Os soros de coelhos nor

mais foram precipitados, pela adigao de solugao saturada de

‘sulfato ‘de amdnio a 50% de saturagao, a 49C..-0 precipitado

obtido foi centrifugado a 1.700 g, durante 15 min. a 50C. A
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fragao i solada era dialisada contra solugao de NaCl 0,15 N,
ate a pr- ova negativa para ions de amonio, realizada com o
reativo de Nessler, A fracgao assim obtida foi cromatografa
da em cc>» luna de DEAE celulose, equilibrada com o tampao fos
fato pH 8,0; 0,005 M, a um ritmo de 60 ml/h. O teor de pro

teina, ffoi-determinado espectrofotometricémente a 280 m u.

As fragc es correspondentes ao pico principal f?ram reﬁni@a&
dialisacl as e liofilizadas.

Essas preparacgoes purificadas continham apenas um’
inico componente com mobilidade eletroforetica corresponden
te a garmaglobulina quando examinadas por eletroforese em
gel de = gar (10 mg/ml) e por imunoeletrcforese (5 mg/ml) ,

utilizazrido-se um soro de cavalo anti-sorc normal de coelho.

DIGESTAC ENZIMATICA DA IoG DE COELHC: A IgG de coe

lho purdi ficada foi submetida a agao da papzina, segundo as
indicaco es de ?GﬁTEé (1959), 0 material digerido foi diali
sado coxrtra tampao fosfato pH 7,0, 0,1 M, durante 48 h,com
agitacao , removendo-se o tampao duas vezes em 24 h, Apds a
dialise o material diéerido era centrifugado. Os sobrena
dantes e o0s sedimentos obtidos eram utilizados para o pre-

paro dos fragmentos Fab e Fc, respectivamente.

PREPARO DO FRAGMENTO Fc¢: O sedimento obtido, quan-

‘do obsexrvado ao microscopio, apresentava-se sob a-forma.de

cristais . Esses cristais eram lavados em tampao fosfato
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pH 7,0, 0,1 M e em seguida, dissolvidos em solugcao de aci-
do acet dico 0,04 M. O material dissolvido era dialisado con
tra tampao fosfato pH 7,0, 0,1 M para a recristalizagao. 0
materia 1l recristalizado era lavado em agua destilada a 59C

e liofi lizado.

PREPARO DO FRAGMENTO Fab: O sobrenadante obtido era
dialisa do contra tampao acetato de sodio 0,01 M pH 5,5.
Apos a dialise o material era submetido a cromatografia em
éM celwu lose, previamegte equilibrada com o mesmo tampac.
Apos a eluigéo dos 200 ml com tampao acetato de sodio 0,01M,
pH 5,5 era utilizado um gradiente cone esfera, para aceta-
to 0,9 M, pH 5,5. As fragaes eluidas com um ritmo de 60 mi/h,
forarm colhidas em volume de 10 ml. O teor de proteina foi
determinado espectrofotomefricamente a 280 mu. As fragges
corresp ondentes éo primeiré pico foram‘reunidas e dialisa-
-dag com Era égua de§tilada, a 49C, durante duas horas e a -

gseguir TIiofilizadas.

COMPLEMENTO: 0Os sores de 20 a 30 cobalas normais

eram utilizados como fonte de complemento. Estes soros eram
‘1iofildi =zados e armazenados a -209C. O titulo de complemen-~
to, determinado de acordo com as igstrugSESIfornecidas em
MAYER,. OSLER, BIER,. HEIDELBERGER (1945, 1948) era expresso

em CH 50 unid./ml. 0 reagente R, foi preparado segundo as

1
indicac oes de KABAT e MAYER (1961).
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TAMPOES: Tres tipos de tampoes foram utilizados nas
experién <ias de lise especifica. O tampao n% 1, designado cg
mo salin & tamponada era constituido pela mistura de partes
iguais d e tampao fosfato 0,15 M, pH 7,2 e solugao de NacCl
0,15 M., © tampao n?¢ 2, contendo czlcio e magnésio era cons-
tituido ‘geia mistufa de NaCl, 5,5 dietil barbiturato de s&-
dio e dc ido 5,5 dietil barbiturico, preparado de acordo com
as indic agoes de MAYER et al. (1946, 1948). O tampao =n® 3,
a qual s e adiciona 0,1% de gélatina'segundo STEIN e VAN HNGU

(1950).

BENZIDINA BIS-DIAZQOTADA(BED J: A BBED foi preparada de

acordo < om as instrugoes fornecidas em KABAT e MAYER (1961)
com pequ @nas modificacgCes. 0,460 g de benzidina era dissel*
vida em 50 ml de agua destilada, contendo 4,0 ml de acido
cloridri co 6 N. . Esta solugzo era.deixada em repcouso por 3C
min. 2 £ emperatura ambieﬁte. ApGs este periodo de incubagao
o volume era completado para 100 ml e a diazotagao realiza-
da a 09C , adicionando—se gota a gota, 1 ml da solugao con
tendo 0, 350 g de nitrito de sddio. A solugac era agitada ate
a ausenc ia de ions nitritos, verificada atraves do uso de

papel impregnado com uma solugao de iodeto de pofassio e

amido. A BDB era armazenada a -209C.

-SBUSPENSOES DE HEMACIAS: O sangue estéeril.de carnei-

ro, mist-urado com volumes iguais em solugio de Alsever, pre
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parado <= omo indicado em KABAT e MAYER {1961) e preservado a
59C, foi-. usado como fonte de hemacias. No momento do wusoy
essas mi sturas eram centri__fuga'das a 270 g e as hemacias la-
vadas tx €s vezes com salina tamponada. As suspensaes prepa-—
radas e salina tamponada, eram padronizadas de mode que,
quando cdiluidas a 1/20 em agua destilada desse um coeficien
te de exctincac E de 0,420 em espectrofotometro Colemann Jr.,

em cubas de 10 x 120 mm a 550 m U,

PREPARACAO  DE HEMACIAS SENSIBILIZADAS COM O ANTIGE-
NO: Quatido necessario As experiencias, as hemAcias eram sen

sibiliz=z das com o antiIgeno (Hem.Ag), utilizando-se a BBD pa
ra conjwigar o antigeno (SAB, Fc e Fab) as hemacias. As con-
jugagoes eram realizadas, misturando-~se a 0%9C, 5 ml de sus-
pensao <e hemidcias padronizadas com 10 mg de antigeno dilui
do em 0O ,5 ml de sglug'éo de NaCl g adicionando-se 5 ml de
BBD dilwuida a 1.".30 t'em sollugéo de salina tamponsada. A mistu-
ra era incubada a 09C por 30 min. As hemZcias semsibilizadas
eram lawvadas tres vezes com tampao n® 2 e ressuspendidas emn

tampac veronal, de modo que a diluigaoc 1/5 em agua destila-

da fornecesse uma Ede 0,420 a 530 mu.

PREPARACAC DE HEMACIAS SENSIBILIZADAS COM © COMPLE~-

X0 SAB., anti -SiB3: Hem3acias sensibilizadas com o complexo SAB..

-anti~SAB - (Hem.SAB.anti~SAB) eram preparadas em .tubos calibra .

dos, adicionando-se 2,5ml da suspensao padromnizada de hemacias
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ilizadas com SAB e 5 ml de uma diluigao de sOro anti
reviamente titulada de modo a fornmecer 507 de lise,

na presenga de excesso de complemento. Essas mistu-
©Os lavadas duas vezes em tampao veronal, eram ressus

~

as em 5 ml do mesmo tampao.

HEMOLISE PASSIVA: O metodo de hemolise passiva foi
ado de acordo com RANGEL e REPKA (L965) e o metodo iﬁ

» Segundo as indicagaes de RANGEL (1968).

DETERMINACAO bA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS SOROS

=G SOBRE A LISE DAS HEM.SAB.ANTI-SAB: Aliquotas  de

1 ml 4
anti-T
suspen
cias, e
1l ml d
deo peor
tampaoc

Apos e

as diluigoes seriadas em tampao veronal de imunesoro
=G, anti~Fab, ou anti~-Fec, eranm misturadas com Iml deas
soes de Hem.SAB.anti-S$AB. O controle dessas-experigg
T am constituidos pela mistura de 1 ml de tampao, com
e Hem.SAﬁ.anéinﬁB. 0 branco da réagao era constitul

1 ml de Hem.SAB.anti-SAB, misturadeo a 1,5 ml de
. Todas as misturas eram incubadas a 370C por 30 min.

s te periodo de incubagao as misturas eram incubadas

em ban h o de gelo e porgaes de 0,5 ml de C contendo 7,5 CH

50/ml

do~se

eram adicionadas a todos os tubos de reacao exetuan-—

o do branco. As misturas eram incubadas a 379C por

45 mim . e ¢ grau de lise determinadoc espectrofotometricamen

te a 5

50 m u.
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Os resultados acham-se expressos em porcentagem de
inibig5c> ou aumento de lise (P), calculada atraves da farmg
la:

P = 100 (E - Ec)/Ec

densidade otica do tubo controle

fl

onde: Ec
E = densidade Otica do tubo de experiéncia ,
contendo determinada concentracao de so-

ros anti-1gG.



RESULTADOS

1 - ESTUDO QUANTITATIVO DO FENOMENO DE INIBICAOQ.

Comro sentido de verificar se ha paralelismo.entre a
quantid&tde de complemento fixado na superficie da hemacia e
o grau de lise, foram realizadas experiencias utilizando Hem.
gensibil izadas com SAB, submetidas a agao de diferentes quan
ﬁidades de soro anti~SAB, previamente titulado pela hemdlise
passiva direta, na presenga de excesso de complemento. Os
reagente s utilizad;s, nas proporgoes indicadas para a hemdli
se passi wa direta, foram misturados a 09C e incubados nesta
temperat ura, durante 18 horas. Apos esse periodo, a mistura
era cent rifugada a 09C, o complemente de sobrenadante dosado.
0 sedimente constituido, por Hem.SAB.anti-SAB.C, era lavado
duas ve=z es com o tampao veronal, ressuspendido em 2,5 ml de
tampao incubados a 379C por.45 min. e o grau de lise deter
minado e spectrofotometricamente.

Os resultados obtidos acham-se representadcs na tabe
la 1, orrde se pode verificar que houve um paralelismo entre
a quanti dade de anticorpo utilizado e a quantidade de C fixa
dolpela&; Hem.SAB. Contudo, pode~se observar tambem que as
Hem.SAB . anti-SAB.C nao lisaram quando incubadas posteriormen
ge a 379C.

Para explicar a auséncia da lise do sedimento, levan

"tou-se @ hipotese de que nas condigoes que foram realizadas
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as expex:'iéncias, apenas alguns componentes do C eram fixados
pelo si=s tema Hem.SAB.anti-SAB. Para confirmar esta hipotese,
os sedirmentos obtidos nas experiencias acima foram lavados
duas ve== es com tampao veronal e colocados frente ao reagente
Rl'e inc=ubados a 379C durante 45 min. Nessas-condigaes obser
vou-se szna'lige apreciavel dessas hemﬁciaé, ap6s incubacgdo a

379C pox= 45 min., indicando a existencia de C1 fixado ao com

plexo S B.anti-SAB.

TABELA 1

RELACAO ENTRE COMPLEMENTO FIXADO E A QUANTIDADE DE ANTI-SAB.

QUANTITDADE DE  CH 30 DO CH 50 FIXADO LISE DO
ANTICOER PO _ SOBRENADANTE SEDIMENTO
(UH 50 2) - ' (Hem.SAB.

anti.SAB.C

4,0 1,48 1,36 0
2,0 2,15 0,69 0
1,0 2,49 ’ 0,35 ) -0
0,5 _ 2,67 0,17 0

CONTROLLE 2,84 0,00 0
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2 - ES?ECEFICIDADE DOS IMUE\?EVSORUS.

A egpecificidade dos imunesoros obtidos foi testada
atraves da analise imunoeletroforética e teste de OUCHTERLONY.

As experiencias de imunoeletroforese utilizando um
saro_dé cavaio anti-soro normal de coelho (anti-SNC) mostram
ram que o s0ro normal de coelho contém varios sistemas preci
pitantes, ao passo que as preparacgoes purificadas de Ig6 de
ccelhe.( entre 1 a 10 mg/ml ) continham apenas unm anico com~
ponente com mobilidade eletroforetica correspondente a gama-

globulina (Fig. 1).;

Fig. 1 - Imunoeletroforese de SNC e anti-IgG de coelho.

s= anti-SNC

Os soros de carnmeireo anti-IgG de coelho (anti-IgGeo),
nas experiencias de imunpeletroforese, revelaram apenas um
unico componente com mobilidade eletroforéetica correspoﬁden“
te a gamaglobulina quando testados contrawigc'de" " coelho

(Fig. 2).
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Fig. 2 - Imunoeletroforese de SNC e IgG de coelho.

s = anti-IgGco.

As experiéncias de imunodifusao (Fig. 3) mostraram
que esses imunesoros precipitam frente aos fragmenteos Fab
e Fc, observando—-se uma reacao cruzada entre a IgG e @sses
fragmentos. Nenhuma relacdo antigenica foil observada entIe
os fragmentos Fab e Fc.quanAO‘testados com estes S0rOS.

0s imunesoros de carneiro anti-Fab de coelhé, nas €x
periencias de imunodifusao, reagiram apenas com a igG ou com
o fragmento Fab, apresentaﬁdo uma relacgao de identidade, Ng
nhuma precipitacao foi observada quando © fragmento-Fc foz1
testado.

Os imunesoros obtidos em cobaias, reagiram com )

fragmento Fc e IgG de coelho. As reagaes com © fragmento

Fab, foram extremamente fracas ou inexistentes.
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Fig. 3 — Teste de Ouchterlony. IgG, fragmentos Fab

e Fc
sa = soro anti—Iché e sb= soro anti-Fab.
3. TEOR DE ANTICORPOS PRESENTES NOS IMUNESOROS DE
CARNEIRO. |
0 soro anti-IgGco, quando testado com IgG, continha
3,6 mg de Prot.Aé/mI. Testado com os fragmentos Fe e Fab,

dpresentou respectivamente 2,6 mg de Prot.de Ac/ml e 1,0 mg
de Prot. de Ac/ml.
- 0 imunesoro de carneiro anti-Fab, continha 2,8 . mg

de Prot. de Ac/ml gquando testado com o fragmento Fab.
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4, DETERMINACAO DA ATIVIDADE DOS IMUNESORQS ANTI-I=G

SOBRE A LISE DE HEM.SAB.ANTI-~SAB.

A atividade dos imunesoros obtidos em cobaias e car
neiros Foi determinada conforme indicado em material e mét_q
doé.

A.s Fig. 4 e 5 apresentam os resultados de uma dessas
experiémeceias. Pode-se observar que tanto os imunesoros obti
dos em <« obaias como os obtidos em carneiro” tem a capacidade
de inibdir a lise ou reforgar a lise das hemacias, dependen;
do da concentracao utilizada. Observa-se também qu-e a atix}i
dade in-dbitdria dos éoros obtidos em cobaias, manifesta =~se

quando em baixas concentracoes.
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Fig. 4 - Atividade do soro de cobaia anti-IgG de

coelho sobre as hemacias SAB.anti-SAB. Na ordenada esta re-

presentada a funggo: P = 100 (E - Ec¢) / Ec. Na abcissa acha
-n
- 2
se representado o valor de n da expressao 1032 correspon

dente a diluicao do soro. .
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Fig. 5 — Atividade de imunesoros de carneiros anti-

IgG.ﬂ~s—§ e anti—Fab 9--&-8, sobre as hemacias SAB.anti-SAB,

Na ordenada esta representada a fungao: P = 100 (E - Ec)/Ec.
Na abcissa acha-se representade o valor de n da expressao
mn A
2

log, correspondente a diluigao do soro.
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5 - FRACIONAMENTO DOS IMUNESORCS OBTIDOS EM COBAIAS

E CARNEIROQS.

Os imunesoros obtidos em cobaias ou em carneiros,que
apresentaram atividade inibitdria, foram inicialmente ffédg
nados com solucao saturada de sulfato de amonio, segundo as
indicagaés de KABAT e MAYER (1961). A fragﬁo.precipitada foi
dialisada contra tampao fosfato pH 8,0, 6,005 M e em éeguida
cromatografada como abaixoe indicado.

5.1 - FRACIONAMENTO DFE GAMA 1 E GAMA 2 DE COBAIA.

As imuneglobulinas de cobia foram cromatografadas em
coluna de DE-52 Whatman celulose, segundec as indicagoes de
Oliveira et al (1970). As fragoes obtidas foram testadas quan
to a sua atividade hemolica. Os resultados obtidos. nesse
fracionamento indicam um baixo tee%_de anticorpo, tipoe gana
1, especifico para a IgG de coelho. .

5

5,2 - ISOLAMENTO DAS IMUNEGLOBULINAS TgS5 E 1Ig¥% DE

CARNEIRO.

As fracdes precipitadas com a solugao de sulfato de
amonio a 507 de saturacao, dialisada contra tampao fosfa-
to pH 8,0, 0,005 M, contendo 1,8 g de proteina, foram croma
tografadas em coluna de DEAE celulose (2,0 x 70 cm) previa-

mente equilibrada com o mesmo tampao.A eluigao do mateéerial
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foi real izada’cém o tampao fosfato pH 8,0, 0,005 M, ate 0
aparecimento do primeiro pico e em seguida com solucgao de
NaCl 0,5 M. Os eluatos foram colhidos em fragoes de 10 ml,
com um £ luxo de 60 mi/h. As fracdes eluidas com tampao fos
fato cor respondendo aos tubos 11 a 20, foram reunidas,congﬁ
tituindo a fragao FI e as fracoes eluidas.com a solugao de
NaCl, co rrespondendo aos tubos 61 a 70, reuni'das, c'onstitg
iam a fr acgao .FII, conforme mostra os resultados apresenta-
dos na Fig. 6. )

As fragoes FI1 e FII, foram dialisadas contra dgua
destilada por duas horas, 1iofiliiadas e armazenadas ate o

momentoe de uso.
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Fig. 6 - Cromatografia em DEAE celulose, da fra-

ac glob —=1lina de soro de carneiro anti-IgGceo.

6 - VERIFICACAC DA PUREZA DAS FRACOES FI E FII.

As fragoes obtidas por cromatografia em DEAE ce-
ulose, . =K oram submetidas a analise eletrofordtiéa & imuno--

letrofo ~———=m—ética, segundo as indicagoes de GRABAR e BURTIN
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(1964) e SCHEIDGGER (1955). As reagoes de imunoceletrofore-
se foram realizadas utilizando-se o soro de coelho anti—sé
ro normal de carneiro {anti=-SNCr).

.A Fig. 7 apresenta um dos resultados obtidos. Po
de-se observar que nas experiencias de eletroforese as fra
¢0es cromatografadas apresentaranm tragos de contaminantes.
Em concorddncia com estes resultados, observaram—-se varias
linhas de precipitagao nas experigncias de-imunoeletrofore

se quando FI e FII foram testados frente a um soro de coe-

.

lho anti-soro normal de carneiro (anti-SNCr).

- | +

Fig. 7 - Eletroforese e imunoeletroforese . das

fracoes FI e FII. s = anti-SNCr.

£ % omop s e o .
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7 - ATIVIDADE DAS FRACOES FI E FII SOBRE A LISE

DAS HEM.SAB.ANTI-SAB.

Andlise da atividade das fragoes FI e FII mostrou

que ambas as fragoes sao capazes de reforgar ou inibir a
lise, dependendo da concentragao utilizada no sistema.
(Fig. 8).

+100%

- % L L E . f L ) . s L PR
e 5 1 g 77 T R 1 1750 1]

wg DOE PROTFEINA

Fig. 8 - Atividade das fracoes FI 8—8—% e
FIL €~--9---8. Na ordenada esta representada a fungao:

‘P = 100 ( E - Ec) */ ‘Ec, e na abcissa a concentragiao protei- -

ca das fragoes FI e FII,
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8 - PURIFICACAO DAS FRACOES FI E FII.

As fracoes ¥I e FII foram purificadas como indi-

cado a seguir.

8.1 - PURIFICACAO DA FRACAO FI. .

Porcgoes de 700 mg de proteina da fragao FI foram
dissolvidas em 10 ml de soiugéo de NaCl 0,15 M. Esta solu-
gao foi dialisada contra tampao tris pH 8,4, 0,01 M e cro—
matografada em coluna de DEAE celulose (2,0 x 70 cm), equi
1ib£ada com 6 mesmo tampao. ' |

A eluicgao do material foi realizada com 200 ml de
tampao tris pH 8,4, 0,0l‘M, seguido por 200 ml de tampac
tris pH 8,0, 0,1 M e com gradiente linear de KHzPO4 G,1 ™
e ¥aCl 0,5 M, com um fluxo de 60 ml por hora, colhendo- se
fragoes de 2 ml, | |

Um doé‘fégultaéos obtidos, nessas experiencias,
acha-se representado na Fig. 9. Pode-se observar que foram
isoladas 9 fragoes designadas F1, a Flg. Essas fragoes fo-
“ram dialisadas 2 horas, contra agua destilada e liofiliza-

das.

8.2 - PURIFICACAQ DA FRACAO FII,.

Porgbes de 500 mg de fragao FII, dissolvidas em

10 ml de solugido de NaCl 0,15 M e dialisadas contra tampao
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t:is pH 8,4, G,QOS M foram cromatografadas_em'coluna de DEAE
celulose( 2,0 x 70 cm) equilibrada com tampao tris pH 8,4,
0,05 M, 0 material foi eiuidé com 0O mesmo tampao, seguido
por uma solugao de NaGl 0,5 M, com um ritmo de 60 ml/h, em
fragoes de 2,0 ml. |

Os eluatos dessa coluna foram separados em 6 fra-

coes, designados FII, a FII_, conforme mostra a Fig. 10.

i 6
3
4. !
. 4
= 2.0L TAMPAD TAMPAD TRIS GRADIENTE NaCl 0.5M NaCl 85 M
~ ITRIS l pHE.2 01 M l KHpPOy DI M pH 5.5 j R
—pH B4
/< -—
1ol 2ot m ] h
-
-
=
=
o
-~
=
@ 051 §
= A
i 380 100 500 s0g 1t

VOLYME {mi}

. Fig. 9 - Cromatografia em DEAE celulose da fragao

FI.
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“Fig.10 - Cromatografia em DEAE celulose da fragao
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8.3. ATIVIDADE DAS FRACOES PURIFICADAS SOBRE AS HEM.

SAB.ANTI-SAB,

A determinagao da atividade das fracbes purificadas
sobre as‘Hem.SAB.AntifSAB, mostrou que as fracgoes Fll a Fl4
testadas conforme descrito em material e metodos para a de-—
terminacao da atividade dos imunesoros, em diferentes con-—
centragoes, apresentaram acentuada capacidade de inibir a
lise em quaisquer das concentragoes test;dés. Pode~se'obse5
var que o grau de inibigao foi proporciomal a concentracio
proteica das fragoes estudadas, atingindo=~se uﬁa inibigao de
100 Z, quando concentragoes iguais ou superiores a 62,5 vg
de proteina foram utilizadas. A fig. 11 apresenta um - dos
resultados obtidos.

As demais fragoes testadas apresentaram vresultados
semelhantes aos apresentados nas Figs. 12 e 13. Pode-se ob-
.SeTrvar que COmR eSSas fragaés obtem—ée a inibigao cu'ieforgo

da lise das Hem.SAB.anti-SAB, dependemdo da,eoncentragéopqg

teica utilizada, - ' .
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Fig. 11 - Atividade das fragoes FI1 ﬁmwm@wQ_O,
b—o—=% ¢ FI4 0---9~--—-8, obtidas por cromatografia

DEAE celulose, sobre as Hem.SAB.anti~SAB.
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Fig. 12 - Atividade das fragdes FIg o—9o—9, FI,
0@ § o FI9 0—--0---0, obtidas por cromatografia em
DEAE celulose, sobre as Hem.SAB.anti~SAB. Em ordenada esté

répresentada a fungéo: P = 100( E - Ec) / Ee, & na abcissa,

a concentracao das fragoes.
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Fig. 13 - Atividade da fragao FIL,, obtida da croma
tografia em DEAE celulose, sobre as Hem.SAB.anti-SAB. Em or
denada estd representada a fungao: P = 100 ( E - Ec) / Ec,e

"na abéissa a concéntracao da fragao.
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8.4 - CARACTERIZACAO DAS FRAGOES PURIFICADAS.

As fracoes obtidas atraves da cromatografia em

DEAE celulose foram analisadas atraves de eletroforese e
imunoeletroforese, utilizando-se soros anti-SNCr.

| Os resu1tadcs dessas experiénciasAmostraram que  as

fragaes FI, a—FIS cotinham apenas um unico componente (Fig.

14 e 15). As fragoes FIG 3'319 apresentavam umi componente

principal (Fig. 16 e 17) com mobilidade correspondente a

gama,, e tracos de outros componentes, dificilmente detecta

veis pelas tecnicas utilizadas.
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Fig. 14 - Eletroforese das fracoes FII a FIS,

do 2,5 mg.Prot;/ml.
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Fig. 15 - Iminoeletroforese das fragoes FI, a TFlIg,

contendo 2,5 mg Prot./m1l. g= soro de coelho anti-SNCr.
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g. 16 - Eletroforese das fragoes F16 a FIQ,

Fi

do 5 mg Prot./ml.
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Fig. 17 - Imunoeletroforese das fragges FIea Fig,

contendo 5 mg Prot./ml. s= soroc de coelho anti-SNCr.
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9 -~ INIBICAO DA LISE DE HEM.SAB.ANTI-SAB POR ANTI-

CORPOS ANTI-Fab E ANTI-Fc.

Nas experiéncias realizadas (item 8.3) pode-se obser
var que a fracgao F1, inibe a lise das Hem.SAB.anti-SAB sendo

essa inibicgao proporcional a concentragao de FI1 adicionada
ao sistema.

Com o fito de verificar se essa inibicdo era devido
a combinacao do anticorpo com os determina?tes antigenicos lo
calizados na regiao Fc ou Fab da molécula de IgG de coelho,
foram realizadas as experiencias indicadas a seguir.

A fracao FI, foi absorvida com o fragmento conjuga-

1
do as hemacias (Hem.Fc), preparadas conforme as indicacoes
de material e métodos,a fim de obter anticorpos egpec{ficos
para a regiao Fab da molecula de IgG de coelho. A fracao ab
sorvida, contendo 3 mg Prot./ml, nac aglutinou Hem.Fc guando
testadas em experiéncias de hemaglutinagao passiva.

Porgoes da fracao FI, foram absorvidas éom o frag-

mento Fab conjugado ds hemacias (Hem.Fab) de modo a ob%araﬂ

ticorpos especificos para a regiao Fc da molécula de IgG de

coelho. A fragao FI. absorvida com o fragmento Fab, conten-

1
do 3 mg Prot./ml, nao aglutinou na presenca de Hem.Fab quan
do testada em experiencias de hemaglutinacao passiva.

A atividade da fracao FI, nao absorvida e absorvida

com 03 fragmentos Fc, Fab, sobre as Hem.,SAB,anti~SAB foi
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Os resultados obtidos achdm-se representados na Fig.

18. Pode-se observar que a fragao FI, nao absorvida, conten-

1
do anticorpos eépecificos para a regiao Fc e Fab, foi <capaz
de' inibir ﬁotglmente a lise do sistema, qﬁando concentracoes
iguais ou superiores a 62,5 lUg de proteina foram utilizadas,
ao passo que nao foi possivel observar inibicao total da li-

se, quando foi utilizada a fracao FI contendo anticorpos

l!
para a regiao Fc (anti—Fc) ou para Fab (anti-Fab).

As experi@nciaé realizadas com as misturas em propor
goes convenientes de anti-Fc e anti-Fab deram resultados iden
ticos_aos ocbservados com a fragan FIl nzo absorvida.

A presenca de excesso de C no final dé reagaoc emntre
'FIl e as Hem.S5AB.anti~SADR foi verificada centrifugaudo—sg 08
tubos de reagﬁa e_dosando—se 0.C dos sobrenadantes. A presen

ca de excesso de C foi observada em todos os tubos de reagao,

contendo de O a 1000 pg de proteina da fracgao Fii.
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Fig. 18 — Atividade das fragoes FI, nao absorvida
¢—8—=8, FI_. absorvida com Fab ( anti-Fc) @810 e

1

-FIIvabsorvida com Fc. (anti-¥ab) 0---8---8 sobre as . Hem..

SAB.anti-SAB.
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DISCUSSAO

As experiencias orientadas no sentido de verificar
se na hemalise.ﬁassiva direta existe um paralelismo entre o
grau de lise e a quantidade de C fixado pélo complexo Hem.
SAB.anti-SAB, mostraram que existe uma correlagao entre a
quantidade de Ac adicionado ao sistema e quantidade de C fi -
xado pela Hem.SAB.anti-SAB. Nas nossas experiencias as Hem.
SAB,anti-SAB nao aéresentam lise, quando incubados a 37 2C.
" Este fato pode ser interpretado, admitindo-se que apenas al
guns componentes do C, foram fixados nas condicoes de expe-

-

" - . » -
encia. De fato, utilizando—-se o veagente R foi possivel

i
b

T 1°
demonstrar a presenga de Cl fixado ao complexé Hem.S3AB.anti
SAB,

Uma vez que o fepameanlitice & estritamente depen-
dente da quantidade de € fixado as Hem.S5AB.anti-5AB, pode-
se prever que o fenomeno de inibigao da lise de Hem.SAB.an-
ti—-SAB pelos soros an;i;SG seja decorrente de um bloqueio
da fixacdoc de C. De fato, experiencias controle, indicaram
que o C nao & absorvido pelas Hem.SAB.anti-SAB, quando deter
minados soros anti-S$G sao adicionados ao sistemat

A capacidade dos soros anti-SG de inibir a lise de
Hem.SAB.anti-SAB & dependente da natureza das imuneglobuli-
‘nas presentes nesses soros (RANGEIL, 1968)5“Nd$'30203-antinﬂg“"*

obtidos em cobaias, o fenomeno inibitdrio & dependente da
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presenga de imuneglobulinas da classe IgGl.

As nossas tentativas de obter soros de cobala anti-
Igg de coelho, com alto teor de anticorpo.IgGl, foram infru
tiferas, a despeito de termos utilizado os esquemas preconi
zados por diferentes autofes (BINAGHI, 1966; RANGEL, 1968 ;
OLIVETRA, 1970). A causa do insucesso nao foi esclarecida?
estando pbssivelmegte ligada a origem dos animais utiliza
dos; | |

A imunizagao de carneiros com IgG purificada de coe
lho permitiu a obtengzo de soros, gue em determinadas concen
tragoes eram capazes de inibir a lise de Hem.SAB.anti-S5AB.0
soro desses animais contem duas imuneglobulinas da classe
IgG (ESTEVES et al.. 1973) designadas reSpectivgmente Igs ¢
" IgF segundo a'sga mobilidade elééroforética. Essas imuneglg
bulinas tem o mesmo peso molecular, similar ao da IgG huma-
na. A IgS gque foi caracterizada como indutora de PCA homSig
- go, nao fixa o complemento pela via classica. A atividade
biologica de Ig$S n3oc foi &estruida pelo aguecimento a 562 C
ou por agao de 2-mercaptoetanol. A sensibilizagée da pele
induzida por IgS nao persiste mais que duas horas. A IgF fi
¥a o C e nao e anafiletica para o carneiro.

A anéiise dog soros de carneiro-anti*IgG, mostrou
qué esseg soros efaﬁveépeéificés pé?éldéﬁéggiéaﬁgésuaﬁtigé;

nicos presentes na molecula de IgG de coelho. Estes 80ros
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davam apenas uma Gnica linha de precipitagao nas expetrien-
cias de imunoeletroforese, quando o sard normal de coelho ou
a IegG pur}ficada eram utilizados. Quando a IgG e os fragmen
tostos Fab e Fec foram testados em experiencias de imunodifu
sao, foram observadas reagoes cruzadas entre estes fragmen-
tos e a ﬁolécula de 1gG nativa, nao se obserﬁando neuhumarg
lagao antigenica entre o fragmento Fab e %d.

As experiencias de imunodifusao com o soro anti-Fab
6btide, mostraram que este soro reage apena§ coﬁ a molecula
de IgG nativa ou fragmento Fab, n§§ se observando nenhumnma
‘reagac com o fragmento Fc.

A anilise da atividade hemolitica dos imune-soros
anti-Fzb e anti-Fc mostrou que esses sS0ros tem a capacidade,
tanto de inibir quanto de reforgar a lise das Hem.SAB.anti-
.8AB, dependendo da concentfa;ﬁo. Esses dados sugerem duas
classes de imuneglobulinas. . .

Um.priméiro fracionamento dessas imuneglobulinas com
atividade inibitoria, pela pfecipitagao por sulfato de amo-
nio, seguindo-~se a cromatografia em DEAE celulose, resultou
duas fragoes denominadas FI e FII.

0 estudo imunoceletroforéticeo em concordﬁnciq com a
atividade sobre as Hem.SAB.anti-SAB, mostraram que dois ti-
pos de imuneglcbulinas continuavam presentes nas fragoes ob

Vi

tidas. Contudo, uma dessas fragGes FI, comparativamenté a
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FI1I, apresentava maior quantidade de umarimuneglobulina de

m;bilidade menor que, quando testada no sistema Hem.SAB.an-

ti-SAB, possuia capacidade de inibir a lise das hemacias.
As experiencias de recromatografia, mostraram que

varias subfracoes podem ser obtidas, algumas‘das quais, sao
constituidas por populagaes de moleculas ﬂomoganeas, confor
me observado por elptroforese e imunceletroferese. nessas
experiencias, as fragoes purificadas, apreséntafam uma mobi
1idade eletroforética comparavel E-descrita por ESTEVES et
al (1973) para a IgS, e em concordancia com os achados des~
seé autores, essas imuneglobulinas foram incapazes de fixar
o C.

As experiencias de inibicao da lise, realizadas com
‘as subfracgoes, constituidaé por populagoes de moleculas ho-

mogeneas (FI, @ E14). mostraram que a.inibigao da lise de

r

Hem.SAB.an£i—SAB % proporcional a concentragao dessas fra
coes. As fracoes purificadas (FI1 a FI, éram capazes de rea
gir tanto com a regiao Fc, quante com a regiao Fab. A absor
gao dessas fragoes com os fragmentos Fab e Fc, permitiu pre
parar anticorpos especificoé para Fc ou Fab. Quando a ativi
dade destes anticorpos, sobre as Hem.SAB.anti-SAB, foi in~-
vestlgada, verzflcou se uma znlblgéo da lise das Hem;SAB.aB

ti- SAB propor 1onal a conceutragao das fragoesf Contudo, ne

phuma fragao foi capaz de inibir‘totalmentezillse,me&m)qummb
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altas concentfagBes eram emprégadas. Esses dados indicam que
a combinacido de anticorpos com a regiao Fc ou Fab nao blo-
queia totélmente a fixacao de C e sugerem a preseﬁga de dois
sitios capazes de fixar C.

Em concordancia com essa hipotese, observou-se que
a mistura enm proporgaes adequadas de anticorpos anti-Fc e
anti-Fab & capaz de inibir 100% da lise.

'EssaVintezpretagao encontra apoioc em diferentes ex-
periencias que sugerem a existencia de pelo menos dois s1-
tios capazes de fixar o C; um situado na regiao Fc e outro,
na regiao Fab.

A importéncia‘do fragmento Fc para a fixacao de C,
tem sido ressaltada em uma série de experiéncias-( TARANTA
e FRANKLIN, 1961; AMIRATAN e LEIKH?M, 1961, ISHIZAKA et al,
1962; CEBRA, 1963; UTSUMI, 1669). - Contudo, nas exberigncias
de REISS e PLESCIA (1963), foi observado que é regiao da mo
lecula de IgG de coelho & capaz de cSmplefhr aos componentes
do C humano, gnduanto que nenhum componente do C foi encon-
trado formando complexo com a regiao Fe. Em razao dos acha-
dos de diferentes autores sobre a importancia da regiaoc Fec,
REISS e PLESCIA (1963) emitiram a hipotese de que a regiao
Fc fosse importante para iniciar o fenomeno de fixacgao de C.

A observagié de que os complexos formados a partir

de F(ab')zr(SCHUR e BECHER, 1964) sao capazes de fixar uma
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#arfe do € de cobaia,e o trabalho de UTSUMI(19695 sugerem éi
gerem igualmente que o fragmento Fab esta implicado no feno
meno de fixagao de C.

Nés recentes experiéncias de SANDBERG et al. (1971),
foi possivel demopstrar que na Ing de cobaia existem dois
sitios capazes de interagir com o complemento,.um desses si
tios localizado na regiao Fec & capaz de fixar 6 C atraves
da via classica Cl'a Cg. Qutro, presente no fragmenté
F(ab’)z, e capéz de atiﬁar atraves da via alternada Cy a %.

0 fato de que as fragoes purificadas de soro de car
neiro anti-IgG de coelho, especificas para a regiao Fe ou
Fab, sao capazes de inibir a lise das Hem.3AB.anti-SaB cons
titui um instrumento util mna investigagao da interagao  do
complexo SAB.anti~-SAB com €, sobretudo se, nas experiencias
futuras , forem utilizados antidorpos com especificidade res

trita a poucos determinantes.
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RESUMO E CONCLUSOES
1 - O0s soros de carneiro anti-IgG de coelho, possuem

a capacidade de inibir ou reforgar a lise de Hem.anti-SAB,de

pendendo da concentragao utilizada na experiencia.

2 - 0 fracionamento destes soros permitiu mostrar que
a capacidade de inibir a lise das Hem.SAB.anti-SAB esta liga
_da‘a imuneglobulinas, caracterizadas como IS5, enquanto gue
a capacidade de reforgar a lise das Hem.SAB.anti~-SAB se deve

a presenga de imuneglobulinas caracterizadas como IgF.

3 - 0s dados cobtidos em experiencias de iuibiéﬁo da
lise, utilizando imuneglobuiinas 1gS, especificas para deterxr
minantes antigenicos presentes na regiao'Fc ou Fab da molécg
la de IgG de coelho, sugerem a existencia de pelo menos dois-

sitios capazes de ativar complemento.
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