Estudos sébre o complemento

[I. — Andlise eletroforética do complemento inativado
pelas radiagdes ultravioleta
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Foi demonstrado em trabalho anterior, que o compliemento Ina-
tivado pelas radiacoes ultravioleta sofre modificacao em seu segundo
componente (C2) de sua fracdo termo-labil. Essas verificagoes foram
feitas em complementos existentes em sOros recentes de animais per-
tencentes a diversas espécies (homem, cao, cobaio, coelho, cavalo € bol).
Os complementos inativados pela acdo dessas radiacoes, readquirem
todas as suas propriedades, se lhes for adicionada fracao albumina (se-
cundo componente, cadeia terminal da sua fragao termo-labil, C2),
obtida de complemento nao irradiado. Dentre os complementos estu-
dados, foi a fracdo albumina (C2) do de cobaio que revelou capacidade
de regenerar maior nimero de complementos inativados pelas radia-
coes ultravioleta, como o do homem, cao, coelho e 0 do proprio cobaio.

Considerando a importancia nos dominios da imunologia de escla-
recimentos sbbre o que se denomina por complemento, resolvemos en-
cetar a anadlise eletroforética do mesmo, através da apreciacao da sua
fracao sensivel as radiacoes ultravioleta.

MATERIAL E METODOS

O complemento utilizado foi o de cobaio, sempre obtido de soro
recente, diluido a 1,/10 em agua fisiologica esteril. A obtencao do se-
oundo componente déste complemento (fracdo albumina termo-labil,
C2), foi realizada pelo método de LiEFMANN (corrente de CO2 em SO-
lucao gelada em agua distilada contendo séro recente, diluido a 1/10;
apds precipitacdo da fracao globulina (CI) e retirada da mesma cen-
trifugacdo, foi eliminado o CO2 existente no sobrenadante que con-
tém a fracdo albumina (C2) e refeita a sua isotonia).

As verificacoes para determinar a integridade do complemento fo-
ram feitas pela afericio de sua capacidade hemolitica, isto €, pela
propriedade de causar hemolise em um sistema hemolitico constituido
de glébulos de carneiro lavados e diluidos a 2,5 em agua fisiologica,
préviamente sensibilizados por imune-séro especifico, diluido de forma



670 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 51, 1953

a ser obtida a concentracao de 10 unidades hemoliticas por cada 1 ml
de suspensao de globulos. A leitura dos resultados foi sempre feita apos
incubacao em banho-maria a 37° durante 1 hora.

O aparelho de eletroforese empregado foi do tipo Tiselius, portatil,
mod. 38, fabricado por PERKIN e ELMER, nos E. U. A.

Os sOros contendo complemento e as fracoes complementares fo-
ram estudados imediatamente apos serem obtidos e sempre acompa-

nhados de testemunhas. Foram éles diluidos em tampao de glicina,
pH 8,3, forca idnica 0,2, na proporcio de uma parte do material para
2 partes do tampao ou seja com uma diluicio final de 1:3. Em seguida,
a solucao diluida foi dializada estaticamente contra um volume qua-
renta vézes maior do tampido, durante quarenta horas no minimo,
através de membrana de papel celofane. Findo éste prazo, foi deter-
minada a condutibilidade especifica da solucdo a 0°C, que sOmente
entao, foi levada & cuba eletroforética. Empregamos as seguintes de-
signacoes para identificar o material analisado:

SL— A —'S0ro normal de cobaio, contendo o comple-
mento ativo.

SL — B — O mesmo s6ro anterior apés ser inativado pelas
radiacoes ultravioletas.

SL — C — Fracdo albumina (C2), do complemento, obti-
da, pelo método de LIEFMANN.

SL — D — Fracao albumina (C2), idéntica & anterior,
apos ser inativada pelas radiacoes ultravioletas.

A fonte produtora de radiacOes ultravioletas utilizada, foi uma
lampada “Hanovia”, emitindo radiacoes na faixa de 2.482 A a 3.130 zok,

com 0 maximo de intensidade em 2.537. A. Foi ela mantida a 10 cen-
timetros de distdncia do material contido em pequena placa de Petri,
com refrigeracao assegurada de forma a manter a temperatura cons-
tante em 4 10°C, oferecendo 3 centimetros de superficie, por 1 milimetro
de espessura, sendo agitado de quando em vez durante todo o periodo
da irradiacao que foi de 20 minutos.

RESULTADOS

A apreciacao dos diagramas eletroforéticos dos materiais examina-
dos, nos revelam a existéncia nos que foram submetidos as radiacdes

ultravioleta, de nitidas alteragdes na zona correspondente aos com-
ponentes albumina e alfa-globulinas.

As alteracoes encontradas indicam-nos a presenca de uma diminui-
cao sensivel na concentraciao da fracdo albumina e um acréscimo cor-

respondente de material com propriedades eletroforéticas similares as
das alfa-globulinas.
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Considerando que tais resultados pudessem ser decorrentes de im-
perfeicao do método empregado para separacdo das fracdes albumina
e globulina, resolvemos repetir as mesmas experiéncias utilizando agora
fracao albumina pura comercial (fracdo V, Armour) cuja pureza ja
foli comprovada em nossos trabalhos de rotina em eletroforese. Subme-
tida esta albumina ao tratamento pelas radiacoes ultravioleta, em con-
digoes idénticas as anteriormente usadas, verificamos pela anilise ele-
troforetica da mesma, um decréscimo na quantidade de albumina e um
acrescimo de concentracdo dos componentes proteicos da zona eletro-

forética das alfa-globulinas, o que confirmou totalmente os resultados
anteriormente obtidos.

Seguem-se 0s Quadros.

QUADRO 1

Dados sobre a eletroforese
E

MOBILIDADES X 105
AMOSTRAS Material 2 0oC. seg'_’ L
ALB. o

SI—-A Soro cobala 55,2 9 000 5,9

SI-B SL-A irrad. 55,2 10 860 6,0 5,2

SL-C Fracio ALB. 56,5 6 180 5,8 46

SL-D SL-C irrad: 57,0 7 440 5,6 4,5

ALB-A Albumina, fr. 55,2 3 600 6,0

Y, Armour
ALB-B Mesma irrad. 55,2 6.840 5,7 47

—%

QUADRO II

Valores constantes

Temperatura da electroforese 0-2°C.

Solugao tampdo: Glicina — NaOH/NaCl,
pH= 8,3; M= 0,2

Coeficiente da célula condut. = 0,5577
Fator de aumento da lente = 0,976

Fator de corre¢io da mobilidade = + 1,2 X 105
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QUADRO 111

Areas dos diagramas nas zonas ALB e 2

#

Areas, mm? (*) EFEITO IRRADIAGAD (**)
AMOSTRAS _ _ _ _
ALB o ALB a
SL-A 12 125 1 000 9207, ’7,
SL-B 10 665 7 550 58%% 329%
SL-C 5 675 4 290 6397 3707,
SL-D 4 920 4 945 497 5197
ALB-A 8 725 10097 N
ALB-B 8 660 9 425 4877, 5207,

#

* TLeituras feitas com ampliacdo de 10 x sObre o original, negativo.

** TUnidades percentuais arbitrarias, supondo presenca apenas ALB e a e a relacdo direta
da concentracdo com as areas dos diagramas.

CONCLUSOES

1 — Foi confirmada pela andlise eletroforética do complemento de
cobaio, inativado pelas radiacoes ultravioleta, que a fragcdo sensivel a
essas radiacdes é a correspondente ao segundo componente (fragao
albumina, C2).

2 — A andlise eletroforética das fracoes complementares submeti-

das as radiacoes ultravioleta apresentam um decréscimo na quanti-
dade de albumina existente e um acréscimo correspondente da zona

eletroforética das alfa-globulinas.

SUMARIO

Foi realizada a analise eletroforética de séros de cobaio, contendo
complemento inativado pelas radiacoes ultravioleta, sendo verificada a
existéncia de modificacao na quantidade de albumina e um acréescimo
correspondente da zona eletroforética das alfa-globulinas o que con-
firma a observacdo anterior de que a fracdo do complemento sensivel
as radiacoes ultravioleta, é o seu segundo componente (C2).

SUMARY

The electrophoretic analysis of sera from guinea pigs was made
with complement inactivated by ultraviolet radiations.

It was found that the quantity of albumin changed, and an increase
of the corresponding electrophoretic area of the globulins-alpha also
took place, therefore, confirming the observations made previously that
the fraction of the complement destroyed by ultraviolet radiations is its
second component (albumin fraction, C2).
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DIAGRAMAS OBTIDOS NO APARELHO DE TISELIUS COM AMOSTRAS
DE COMPLEMENTO DE COBAIO E TESTEMUNHAS

1
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SL-A: So6ro normal, complemento SL-B: Soro normal, irradiado.
aditivo. Ramo ascendente Ramo ascendente

— Ty
« F

SL-D: Fracao albumina (C,), seg.
Liefmann, irradiada. Ramo

SL-C: Fracao albumina (C,), seg. ascendente.
Liefmann. Ramo ascendente

ALB-A: Albumina Armour. Ramo ALRBR-B: Albumina Armour irradia-
ascendente, da. Ramo ascendente.

M.I.O.C. — 43
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ALB-A: Albumina Armour. Ramo
descendente.

ALB-B:

Albumina Armour irradia-

. Ramo descendente.



