Estudos sdbre o complemento

]l — Agdo das radiagdes de Rcentgen e ultravioleta

pelo

Dr. F. Rocha Lagoa

As opinioes a respeito da acdo dos raios X sébre o complemento
existente nos séros recentes, sao contraditorias. Alguns autores (7), (11),
afirmam determinarem essas radiacdes inativacées do mesmo, enquan-
to, para outros, nada ocorreria. (2).

Em relagao a agao das radiacgdes ultravioletas sébre o complemento,
tem sido assinalado, por varios (1), (3), (4), (6), determinaram os
Imesmos a sua Inativagao, divergindo no entanto as opiniGes em relacio
as condi¢gOes em que esta inativacdo se processaria e, no tocante & sensi-
bilidade dos varios componentes do complemento a essas radiacoes

(9), (8), (13).
Visando esclarecer os motivos desta diversidade de opinides, proce-
demos a série de verificacoes abaixo transcritas:

MATERIAL E METODOS

Como complemento empregamos soro recente dos seguintes ani-
malis: cobaio, c40, homem, coelho, cavalo e boi, utilizando-o sob 3 formas:
em natureza; séco no vacuo; ou diluido a 1:10 em agua fisioldgica
esterll, conforme indicacdo nos quadros. A atividade complementar
dos soros usados foi aferida em relacdo a atividade hemolitica demons-
trada quando em presenca de hemdacias de carneiro, previamente sensi-
bilizadas com imune séro especifico. O sistema hemolitico utilizado foi
constituido por hemacias de carneiro lavadas e diluidas na concentracao
de 2,59 em agua fisiolégica, as quais eram sensibilizadas 1 hora antes
de serem utilizadas por um so6ro hemolitico diluido de forma a conter
10 unidades hemoliticas por cada 1 ml da suspensio de hemacias.

As leituras da existéncia ou nao de hemdlise foram procedidas apos
Incubagao da mistura, durante 1 hora, em banho-maria a 37° C.

Como complemento séco, denominamos o soéro recente com ativi-
dade complementar controlada, séco no vacuo a baixa. temperatura e
assim conservado até o momento do uso, quando era refeito o seu vo-
lume original; como complemento puro, denominamos séro recente “in
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natura”, sem diluicoes e como complemento diluido, chamamos séro
recente diluido a 1:10 em agua fisiologica esteril.

Todo material irradiado foi sempre contido em pequenas placas de
Petri de forma a oferecer 3 cms de superficie e 1 milimetro de espessura,
sendo de quando em vez agitado. A temperatura durante a irradiacao
fol assegurada constante a + 10°C, por refrigeracao permanente da
placa onde ¢€le se achava contido.

Os diversos componentes do complemento estudados, foram obtidos,
os termo-labeis, pelo processo de LiEFMANN, (corrente de Co* em agua
distilada gelada, apés centrifugacdo, lavagem e suspensao em solucao
fisiologica da parte precipitada — fracao globulina (C,) — a fracdo al-
bumina (C.), nao precipitada, teve sua isotonia restabelecida apéds eli-
minacao do Co* e assim utilizada). As fracoes termo-estaveis, foram
obtidas apos um aquecimento em banho-maria a 56° durante meia
hora que destruiu as fracdes termo-labeis. Em seguida, destruiu-se o
3.° componente (C;) quando se desejava obter puro o 4.° componente
(C4) e, destruindo-se o 4.° componente (C,) quando se desejava obter
puro o 3.° componente (C,).

O metodo de destruicao do 3.2 componente (C,) foi o do levedo (5)
e do 4.0 componente (C,) pela acao da amoénia (10).

O aparelho produtor de raios X empregado, foi um “Contactotera-
pia Phillips”, gentilmente cedido, mediante empréstimo, pela Casa
Lohner do Rio de Janeiro, a qual deixamos aqui os nossos agradeci-
mentos.

Esse aparelho, produz radiacdes com comprimento de onda de

0,247 A, e na distancia de 2 cms do material irradiado, que foi a empre-
gada, sem filtros, forneceu um rendimento de 1.875 r., por minuto.

A fonte de radiacao ultravioleta utilizada, foi uma lampada “Hano-
via”, emitindo radiacoes de 2.482 A a 3.130 A, com um maximo de in-

tensidade em 2.537 }{, fol ela mantida sempre a 10 cms de distancia
do material irradiado que, como ja foi dito, teve a constincia da tem-
peratura durante a irradiaciao assegurada.

RESULTADOS

Fol verificado que o complemento dos varios séros utilizados revela-

ram identica sensibilidade tanto em relacdo as radiacoes ultravioletas
como as de Roentgen.

O tempo necessario para a inativacao pelas radiacoes ultravioletas
€ que variou, conforme o estado em que o complemento irradiado se
achava; seéco, diluido a 1:10 ou sem diluicdo no séro “in natura”, con-
forme mostra o quadro I.

Todos os complementos submetidos aos raios X, sob temperatura
constante de 4 100 C, ndo revelaram alteracoes em sua atividade hemo-
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litica, mesmo ap6s sofrerem irradiacées durante 1 hora (112.500 r) —
(Vér quadro I).

Contrariamente a ésses resultados negativos, obtidos com os raios
X, os complementos sujeitos as radiacdes ultravioleta foram todos ina-
tivados, em periodo que variou com o estado de concentracio que se
encontravam no material irradiado. Assim, diluidos a 1:10, foram éles
Inativados apds 20’ de irradiagdo, quando no séro séco ,em 30’, quando
no soro normal, sem diluicdo, em 50’.

Esses resultados nos indicam que a concentracio do complemento
existente normalmente no séro sangiiineo é aquela que melhores condi-

¢oes de protecdo oferece ao complemento contra a acio das radiacdes
ultravioleta.

QUADRO 1

EFEITO DOS RAIOS DE ROENTGEN E ULTRA -
VIOLETA SOBRE A ALEX.NA QU COMPLEMENTO
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Apos verificacao de que apenas as radiacoes ultravioletas inativam
os complementos dos soros dos animais estudados (cdo, cavalo, homem,
coelho, cobaio), procuramos determinar qual o componente comple-
mentar mais sensivel a essas radiacoes e cuja destruicdo seria a res-
ponsavel pela inativacao do mesmo. Com éste fito, realizamos uma série
de verificacoes conforme mostram os quadros III e IV. Que nos revelam
ser a fracao termo-labial do complemento & sensivel as radiacdes ul-
travioletas, permanecendo as fracOes termo-estaveis integras, sem ne-
nhuma alteragao. Em seguida, verificou-se qual das fracdes termo-labeis
se destroi pela acao das radiacoes ultravioletas, sendo constatado ser a.
fracao albumina (2.° componente, C.) do complemento, a sensivel, e

- e
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que o complemento assim inativado pode ser prontamente regenerado
pela simples adicao déste seu componente (C.), integro.

A seguir, procuramos ainda determinar se o componente do com-
plemento (C,) inativado pelos raios ultravioleta poderia ser substituido
por idéntico componente integro, mas proveniente de animal perten-
cente a espécie diversa daquela fornecedora do complemento inativado,
com éste objetivo realizamos uma série de experiéncias constantes nos
quadros IV, V, VI, VII, VIII, IX e X, sendo verificado ser em alguns
casos possivel obter-se a regeneracao da fracao inativada (C.) por idén-
tica fracao integra, proveniente de animal de espécie diversa da forne-
cedora do complemento inativado. Assim a fracao albumina (C.) de
cobalo, mostrou ser capaz de regenerar o complemento inativado pelos
ralos ultravioleta do proprio cobaio, do homem e do cao, o do coelho
muito pouco. Mas o0 complemento de cobaio inativado por essas radiacoes,
nao ¢ regenerado pela fracao albumina de nenhum désses animais, o
sendo somente, pelo C., do préprio cobaio.

A fracao albumina do complemento humano, mostrou-se capaz de
regenerar o proprio complemento humano, inativado pelos raios ultra-
violetas, e, os complementos inativados do boi e do cavalo nao sendo,
no entanto, o complemento humano inativado refeito pela adicao da
fracao albumina (C.) proveniente désses dois animais.

As demais fracoes albuminas (C.) experimentadas, (coelho, cavalo,
bol e cao) se revelaram capazes de regenerar apenas o complemento
inativado pelas radiagoes ultravioleta dos proprios animais de onde pro-
vieram.

Seguem-se 0S quadros:

QUADRO II
Complemento 1:1C Sistegn.a Resultados Resultado
ANIMAL . rrlll;lfu:gﬁtar hemolitico (testemunha) apos 20° l:rlit;lz::-ta

empregada 10 1.2.59% h. hemélise hemélise
CaO... oo 0,4 1 -4 + —
Cavalo............................. 0,5 ] - + + —
Homem......................... 0,5 1 + + + —
Coelho............................. 0,4 1 + + + —
Boi............... e 1,0 1 + + + —
Cobaio................ ... ..., 0,2 1 -+ _
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QUADRO III
—ﬁ

] _
| Material submetido Reggneragao dz} Re_generacao da
Unidade 3 Ultravioleta | fracao termolabil (fragdo termoestavel
ANIMAL complementar 20 (C3 e C* destruida) [(C! e C2 destruida)
hemélise hemolise hemaolise
Cao... ... .. .. .. .. .. 0,4 — —
Cavalo..... . 0,5 — -
Homem... ... .. . 0,5 — | —
Coetho... . ... . . ,4 — -
Bov........... ... . . .. . ... . 1,0 — —
Cobate........ ... . ... .. ... ... 0,2 — -+ —

h

QUADRO 1V
——————————

Unidade Regeneragao do Regeneracao do
ANIMAL complementar complemento-Fragao complemento-Fragao
inativada albumina (C2?) globulina (CY)
u.v. hemolise hemolise

Cdo... ..... ... . 0,4 f —
Cavalo.. ... . . 0,5 —
Homem. ... . 0),5 + + + —
Co2lho.. ... .. 0,4 + + + —
Boi........... . .. ... ... 1,0 | —
Cobalo....... .. .. 0,2 + + + —

El - L] » r ] r - . ’ " = - - ] L] »

QUADRO V
“ﬁ
I
Unidade Regeneragao do ResL
ANIMAL complementar complemento- Fragio hesu’tla.ldo
inativada albumina (C2) emolise
u.v. 0,4 de
Ca0. .. 0,4 cao + 4+ 4
Cao. ... e 0,4 cobaio + + +
Cao..... .. 0,4 homem —
Cdo. ... 0,4 cavalo —
Cao. ... . 0,4 coelho —
Cao. ... 0,4 boi —

lﬁ
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QUADRO VI
Unidade Regenera¢ao do
ANIMAL complementar complemento- Fragao Resultado
inativada albumina (C2) hemalise
u.v. 0,5 de:
Cavalo................ . . . ... 0,5 cavalo + 4+ +
Cavalo. ... ... ... . 0,5 cobaio —
Cavalo...... ... ... ... ... ... ... ... ... 0,5 homem + + +
Cavalo.......... e 0,5 cao0 —
Cavalo... ... ... ... . 0,5 co2lho —
Cavalo.......... ... ... ... ........ L 0,5 boi —
QUADRO VII
Unidade Regeneracao do
ANIMAL complementar complemento- Fragao Resultado
inativada albumina (C?) hemaolise
V. 0,2 de:
Cobaio............ ... . . . . . ... 0,2 cobaio + + +
Cobaio........... . e 0,2 coelho —
Cobaio.......... .. ... ... ... . .. .. ... . 0,2 cavalo —
Cobalo........... ... ... ... ... .. .. 0,2 homem —
Cobalo....... ... ... .. .. ... .. .. .. ... 0,2 cao —
Cobaio............. ........... . . 0.2 boi —

h

QUADRO VIII

%

Unidade Regeneracao do
ANIMAL complementar complemento ¢/fragao
inativada albumina (G2)
u.v. 0,9 de:
Homem......... ....... ... ... .. .. . 0,5 homem
Homem. ... ... ... .. ... ... .. ... ... .. 0,5 cavalo
Homem................. .. .. ... .. ... 0,5 coelho
Homem. ... ... ... ... .. .. .. ... .. ... 0,5 cobato
Homem............................... 0,5 c20
Homem........... .. ... ... ... .. . ... ... 0,5 boi

Resuitado
hemolise

“%_
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QUADRO IX
“ﬁ_

Unidade Regeneragao do
ANIMAL complementar complemento ¢/fra¢ao Resultado
inativada albumina (C2) hemolise
u.v. 0,4 de
Coelho. ... ... .. ... . ... 0,4 coelho + + +
Coelho. ... .. ..., 0,4 cavalo —
Coelho. ... . .. o 0,4 cobalo +
Coelho. ... . ... .. . ... ... ()4 cao —
Coelho. . .. .. ... . ... 0,4 homem —

Coetho.. ... .. ... .. .. ... .. . .. . 0,4 bol —
%
QUADRO X
EEEEEE——— S

I
Unidade Regeneragao do
ANIMAL complementar complemento ¢/fracao Resultado
Inativada albumina (C2) hemolise
1.v. 1,0 de:
Bot.() 1,0 boi + + +
Bor.... ... . ... 1,0 cavalo —
Bor....... ... .. .. .. . 1,0 cobalo —
Bor... .. . .. 1,0 homem + + -+
Boo.. ... 1,0 ca0 —
Bor..... ... L . 1,0 coetho —
J
EE———— R N ..
CONCLUSOES

Das verificagOes realizadas conclui-se que:

1) — A sensibilidade do complemento existente no soro recente dos va-
rios animais experimentados (céo, coelho, homem, cobaio, cavalo,
e bol) as radiacoes de Roentgen e ultravioleta é idéntica:

2) — Os raios X nao inativam o complemento de séro mantido em tem-
peratura constante (+ 100 C), durante a irradiacao, enquanto que
as radiagoes ultravioleta inativam o complemento em idénticas
condicoes;

3) — A fracao do complemento sensivel as radiacOes ultravioleta é o
seu segundo componente (fracao albumina termo-labil, C.):

4) — A regeneracao da atividade do complemento inativado pelas ra-
diacoes ultravioleta pode ser obtida pela adicdo de fracao albu-

M.I.O.C. — 47
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mina integra de outro componente nao irradiado, que podera ser
proveniente de séro de animal da propria espécie e, em alguns
casos, oriundos de animais pertencentes a espécies diversas;

5) — A fracao albumina do complemento de cobaio se mostrou capaz
de regenerar os complementos inativados pelas radiacoes ultravio-
leta do proéprio cobaio, do homem, do cao e parcialmente do coe-
lho, nao sendo no entanto o complemento de cobaio inativado
nessas condicoes, regenerado pela fracao albumina proveniente
dos mesmos animais;

6) — A fracao albumina do complemento humano, regenera o proprio
complemento do homem, quando inativado pelas radiacoes ultra-
violeta, o do boi e do cavalo, ndo o sendo, no entanto, pela fracao
albumina proveniente do complemento désses dois animais.

SUMARIO

Foram procedidas verificacoes experimentais sobre o complemento
de varios animais (cao, coelho, cobaio, homem, cavalo e boi), visando
se determinar a sensibilidade dos mesmos as radiacoes de Roentgen e
ultravioleta.

Foi verificado que a temperatura constante de + 109 C, os comple-
mentos examinados, nao apresentam modificacoes mesmo apos terem
sofrido a acao de 112.500 r. Outrossim, 0 mesmo nao acontece quando
sa0 €les submetidos as radiacoes ultravioleta, a inativacao que entao se
processa, varia em tempo de acordo com o grau de diluicao do comple-
mento no momento da irradiacao. A seguir, se demonstrou que a fracao
complementar sensivel a essas radiacOes é a fracao albumina termo-
labil (segundo componente C.).

Os complementos, assim, inativados podem readquirir as suas pro-
priedades mediante a adicao da fracao albumina proveniente de com-
plemento integro, nao irradiado. A fracao regeneradora pode pertencer
a complemento de animal da mesma especie, e, em alguns casos, a es-
pécies diversas. Assim, a fracao albumina do complemento de cobaio, se

mostrou capaz de regenerar o complemento inativado do proprio co-
baio, do homem, do cao e, parcialmente, o do coelho, nao sendo, no

entanto ,regenerado por fracoes albumina originarias de complementos
de nenhum dos referidos animais. A fracao albumina do complemento
humano se revelou capaz de regenerar o proprio complemento humano,
o do boi e do cavalo, nao sendo, no entanto, regenerado pela fracao
albumina integra proveniente de complemento désses dois animais.

SUMMARY

Where realized experimental observations about some animals
complements (dogs, rabbits,guines pigs, mens, horses and cows),
verificated the action of roentgen radiations and ultraviolet radiations
about than.
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It was found that the studied complements in constant temperature
of 10°C, were not destroyed by the roentgen radiations (112.500 r).

The same thing did not happen those submited under ultraviolet
radiations, these were inactivitates. The time necessary for inativations,
changes according with the degre of complements diluitions, when
irradiateds.

It was found afterwords that the destroyed fraction is. the albumin
fraction (second component, C2). The complements so inativéted might
regenerate their properties by the adition of albumine fractions obtained
of complements not irradiated. The regenerating fraction might belong
to identical animals and some cases to animals of diferent species. The
albumin fraction of guinea pig, complement regenerates the inativated
complements of guinea pig, man, dog and partial rabbits, but it is not
regenerated by the albumine fractions of their complements.

The albumin fraction of human complement regenerates the

inativated complement of man, horse and cow, but it is not regenerated
by the albumine fractions, of the last two animals.
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