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ESTUDOS SôBRE A REAÇÃO DE FIXAÇÃO DO COMPLEMENTO 
EM BRUCELOSE 

I - Influência da ordem de se misturar antígeno, anticorpo e comple
mento, sôbre a quantidade de complemento fixado 

José Oliveira de ALMEIDA (1) 

RESUMO 

Utilizando o método cinético para dosagem de complemento residual, em 
reações de fixação de complemento entre sôro humano bruceloso e antígeno de 
Boivin de Brucella abortus, demonstrou-se maior fixação de complemento, quando 
o complemento é juntado à mistura sôro-antígeno, do que em reações nas quais 
se acrescentou ao sôro uma mistura de antígeno e complemento. 

Determinando-se os parâmetros das curvas hemolíticas, verificou-se que, para 
valores iguais de complemento fixado, as linhas de regressão, no sistema logaritmo 
de tempo versus logitos de hemólise, eram paralelas, indicando que a atividade 
do complemento não foi alterada pela mistura prévia com o antígeno. A maior 
fixação dependeria do complemento já encontrar formado o complexo imune. 
Quando êste se formava em presença de complemento, sua avidez para complemen
to seria menor. 

De acôrdo com essas verificações, não se pode, para simplificar a técnica 
qualitativa de fixação de complemento, acrescentar ao sôro a mistura antígeno
complemento. Ao contrário, recomenda-se juntar ao sôro a dose de antígeno e, 
sàmente depois, a quantidade indicada de complemento. A reação catastóiquica 
na fixação de complemento seria então definida como aquela em que a ordem de 
misturar os elementos afetaria a quantidade de complemento fixado pelo comple
xo imune. 

INTRODUÇÃO 

A prova qualitativa de fixação de comple
mento para exclusão de soros não reagentes 
é feita em um único tubo em que se distri
buem o sôro a examinar, o antígeno e o 
complemento. 

Quando o número de soros a examinar é 
grande, o método poderia ser simplificado, 
fazendo-se, num primeiro tempo, a distribui
ção dos soros e em seguida acrescentando-se 
a êles a mistura antígeno e complemento. 
Se tal método pudesse ser empregado, sem 
afetar a intensidade da reação de fixação do 

complemento, os inquéritos sorológicos po0 

<leriam ser realizados com menos trabalho 
técnico e menor possibilidade de erros, pela 
substituição de três operações de distribui
ção de reagentes ( antígeno, complemento e 
solução salina) por uma única, em que a 
mistura dêsses elementos era colocada, de 
uma única vez, nos tubos com os soros em 
exame. 

No sistema sífilis, com antígeno colesteri
nado de coração bovino e complemento de 
cobaia, KoLMER 10 tinha assinalado reações 
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mais intensas, quando ao sôro se juntava 
antígeno e à mistura antígeno-sôro, o com
plemento. 

Era portanto de interêsse imediato conhe
cer se tal fenômeno ocorria no sistema bru
celose, para então se estabelecer a técnica 
para as reações de fixação do complemento, 
com sôro humano, distribuindo-se os elemen
tos da reação um a um, na ordem mencio
nada, ou simplificando o método, juntan
do-se ao sôro humano, a mistura previamen
te feita de antígeno, complemento e solução 
salina. 

Esta investigação foi levada a efeito com 
antígenos de Brucella abortus e sôro huma
no bruceloso, observando-se maior fixação, 
quando o complemento era juntado ao tubo 
contendo sôro e antígeno. Tratava-se então 
de uma reação catastóiquica em fixação de 
complemento, no mesmo sentido em que foi 
definida por PoNDER 1'

6 quando observou que 
a lecitina e a saponina deviam ser distribuí
das em certa ordem para que a mistura 
fôsse mais hemolítica. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os elementos do sistema hemolítico foram 
preparados e padronizados de acôrdo com os 
métodos descritos anteriormente 4

• 

A suspensão de hemácias de carneiro é 
preparada e padronizada de acôrdo com os 
processos descritos anteriormente 1

, 
2

• Um 
tubo (12 X 75 mm) com 0,2 ml de sus
pensão e 1,8 ml de solução salina deve ter 
uma transmissão de 18%, em espectrofotô
metro Coleman Junior, em comprimento de 
onda de 580 mp.. Quando 0,2 ml da sus
pensão são lisadas em 1,8 ml de água desti
lada, a transmissão deve ser de 75%. 

H emolisina anti-carneiro, preparada em 
coelhos e glicerinada a 50%. A hemolisina 
é usada em dose de sensibilização máxima, 
determinada em presença de solução salina e 
unidade 50% de complemento 4

• 

Complemento - Sôro de cobaia, liofiliza
do, foi usado como complemento, depois de 
reconstituído com água destilada. Diluições 
de complemento foram preparadas em solu
ção salina boratada, isenta de cálcio e mag
nésio, para conter em 0,1 ml 6 unidades 
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50% de complemento e submúltiplos. O 
complemento é mantido em gêlo fundente, 
até o momento de ser usado. 

Para a reação de fixação de complemento 
foram empregados sôro humano bruceloso 
e antígeno de BOIVIN de Brucella abortus. 

Sôro humano - O sôro humano empre
gado nesta investigação foi selecionado den
tre vários outros que se mostraram reagen
tes em provas de fixação do complemento e 
de aglutinação com suspensão de Brucella 
abortus. 

Antígeno de Brucella abortus - Foi pre
parado o antígeno tipo BOIVIN 6

, a partir da 
suspensão de Brucella abortus (B-99-2252). 
Centrifugada a suspensão em SERVALL a 
15.000 r.p.m. por 20 minutos, o sobrena
dante foi desprezado e o sedimento tratado 
por ácido tricloroacético N/4 durante 18 ho
ras a frio. O sobrenadante opalescente foi 
dializado contra água corrente por 10 horas 
e em água destilada por mais 72 horas. O 
dializado, de pH 6,8, foi distribuído em am
polas e liofilizado. 

O antígeno liofilizado foi reconstituído em 
solução salina boratada, na proporção de 
1 mg por ml. A solução, ligeiramente opa
lescente, mantém-se perfeitamente em gela
deira. 

O antígeno foi experimentado com o sôro 
humano de brucelose, pelo método de isofi
xação, determinando-se o tipo de curva do 
sistema e a dose de antígeno a ser empre
gada ( diluição 1/1.200) em reações com 6 
unidades de complemento 5

• 

Método cinético de dosagem de 
complemento 

A relação entre tempo necessário para 
50% de hemólise ( Kt) e a concentração 
de complemento, foi estabelecida medindo-se 
o grau de hemólise, com as células em sus
pensão, em um fotômetro, em comprimento 
de onda de 580 mµ,, segundo o método an
teriormente descrito por ALMEIDA 2

, 
3

• 

Quantidades variáveis de complemento, em 
volume de 1,6 ml, contendo submúltiplos 
de 6 unidades 50% de complemento, eram 
misturadas a 0,4 ml de hemácias sensibili
zadas. Media-se o tempo necessário a 50:% 
de hemólise, para se estabelecer a relação 
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entre tempo de hemólise e concentração de 
complemento. Os dados obtidos são proje
tados em papel duplo-logarítmico, Gráfico 1. 

Por êsse método pode-se determinar a 
quantidade de complemento existente, pelo 
tempo necessário à hemólise de 50%. 

PARTE EXPERIMENTAL 

A fixabilidade do complemento foi estu
dada, na primeira condição, em que se fazia 
a mistura de sôro com o antígeno e, depois 
de 5 minutos, juntava-se complemento. 

a) Em um frasco de base retangular foram 
misturados 2 ml da solução a 1/66, 7 
do sôro humano (brucelosa) e 2 ml da 
diluição 1/1.200 de antígeno. Foi em
pregado um excesso de antígeno por 
ser do tipo I, sua curva de isofixa
ção 5

, 
7

• A mistura foi feita imprimin
do-se um movimento de rotação ao fras
co, em posição inclinada, durante 5 mi
nutos. Então 2 ml da diluição de com
plemento ( contendo 6 unidades 50% 
em 0,1 ml) foram juntados, misturan
do-se bem, como anteriormente. Ano
tou-se o tempo em que a mistura foi 
feita. 

b) Foram distribuídos 1,6 ml da mistura 
a uma série de tubos de 12 X 75 mm 
padronizados e postos a incubar a 37ºC 
em banho-maria. 

,e) Depois de 10 minutos de incubação, o 
primeiro tubo é retirado do banho-maria 

acrescentando-se 0,4 mi de hemácias de 
carneiro sensibilizadas ( mantidas tam
bém a 37ºC) e dando-se partida ao cro
nômetro de 1/10 de segundo. Mistu
rar bem e levar o tubo à câmara do es
pectrofotômetro Coleman Junior, manti
do em estufa de 37ºC. Ajustar o indi
cador do fotômetro em W% de trans
missão, com filtro de 580 mµ,. 

d) Medir o tempo necessário para as trans
missões de 25%, 30%, 40%, 50% e 
65'%, correspondentes às hemólises de 
5%, 20%, 30%, 50%, 60% e 75%. 

e) Para evitar erros na leitura dos tem
pos, fotografias foram tomadas em sé
rie do limbo do fotômetro e do cronô
metro. Além de documentar a expe
riência, o método permitiu grande pre
cisão na leitura. 

f) O processo é repetido aos 30, 60, 80 
e 140 minutos de incubação a 37ºC. 

g) Os dados obtidos, Quadro I ( tempo em 
segundos para os vários graus de he
mólise), são projetados num sistema de 
coordenadas, tendo por ordenadas os 
logaritmos de tempo ( em segundos) e 
por abcissas os logitos das hemólises 
correspondentes (Gráfico 2). Determi
nam-se assim os valores de Kt, como o 
tempo necessário para 50% de hemó
lise, nas misturas incubadas por vários 
períodos de tempo. 

h) Conhecidos os valores de Kt determi
nam-se, gràficamente (Gráfico 1) o nú-

QUADRO I 

Cinética de hemólise em reações nas quais o complemento foi juntado à mistura 
de sôro e antígeno 

Tempo necessário em segundos para hemólise de 
Incubação a 

37°c 

1 1 1 1 1 
5% 20% 30% 50% 60% 

10 230 275 296 326 340 
30 302 366 400 455 495 
60 460 560 612 690 754 
80 465 538 684 806 905 

140 600 850 1200 1350 1550 

75% 

375 
564 
848 

1058 
1850 
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mero de unidades de complemento exis
tentes. O número de unidades de com
plemento fixadas é a diferença entre o 
complemento inicialmente presente ( 6 
unidades) e o complemento assim cal
culado (Quadro II). 

QUADRO II 

Quantidades de complemento fixadas em var10s 
tempos de incubação, em reações nas quais 6 
unidades 50 % de complemento foram juntadas à 

mistura sôro e antígeno 

Tempo ne- Complemento 
Incubação cessário a 

a 370c 50% de 
livre 

1 

hemólise (calculado) fixado 

10 326 s 4,0 2,0 
30 455 s 2,8 3,2 
60 690 s 1,8 4,2 
80 806 s 1,6 4,4 

140 1350 s 0,9 5,1 

A fixabilidade do complemento, quando 
êste, de mistura com o antígeno, era juntado 
ao sôro, foi determinada por método seme
lhante. 

a) Em um frasco igual ao primeiro, de 
base quadrangular, foram colocados 
2 ml da diluição 1/66, 7 do sôro hu
mano 
4 ml 

(bruceloso). Juntaram-se então 
da mistura de partes iguais de 

antígeno ( diluído a 1/1.200) e comple
mento ( contendo 6 unidades em O, 1 mi) . 

b) Volumes de 1,6 mi da mistura foram 
distribuídos em tubos padronizados de 
12 X 75 mm, mantidos a 37ºC. No 
fim de 10 minutos, ao primeiro tubo 
foram juntados 0,4 ml de hemácias sen
sibilizadas, medindo-se os tempos neces
sários para vários graus de hemólise. 
Repetir o processo aos 40, 50, 80, 120 
e 140 minutos de incubação (Qua
dro III). 

c) Os logitos de hemólise são projetados, 
em abcissas contra os logaritmos dos 
tempos em segundos. Traçada a linha 
de regressão ( Gráfico 2) para cada me
dida, determinam-se os tempos neces
sários para 50% de hemólise, como an
teriormente. 

d) Calcula-se, pelo valor de K1, o número 
de unidades de complemento residual e 
daí a quantidade de complemento fixa
do no fim dos vários períodos de in
cubação. 

Os resultados são apresentados no Qua
dro IV. 

Para comparar as duas expenencias e 
visualizar a reação catastóiquica no sistema 
brucelose foram projetadas as quantidades 
de complemento fixadas contra os tempos 
de incubação ( Gráfico 3), nas duas condi
ções em que os elementos foram misturados. 

QUADRO III 

68 

Cinética de hemólise em reações nas quais a mistura de complemento e antígeno 
foi juntada ao sôro 

Tempo necessário em segundos para hemólise de 
Incubação a 

370c 

1 1 1 1 1 

5% 20% 30% 50% 60% 

10 174 206 235 245 258 
1 40 215 255 278 304 328 

50 210 260 285 313 332 
80 295 364 398 447 484 

120 400 510 568 660 732 
140 414 565 650 780 900 

75% 

280 
350 
360 
537 
850 

1120 
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QUADRO IV 

Quantidades de complemento fixadas em var10s 
tempos de incubação, em reações nas quais se 
juntou ao sôro, a mistura antígeno-complemento 

( 6 unidades 50 % ) 

Tempo ne- Complemento 
Incubação cessário a --

37°C 50% de a 
livre 

1 

hemólise 
(calculado) 

fixado 

10 245 s 5,4 0,6 
40 304 s 4,2 1,8 
50 313 s 3,9 2,1 
80 447 s 2,9 3,1 

120 660 s 1,9 4,1 
140 780 s 1,7 4,3 

DISCUSSÃO 

A avaliação da atividade hemolítica do 
complemento por método cinético foi pela 

primeira vez apresentada por EAGLE 9 em 
1929, embora VoN KROGH 18

• 
19 já tivesse 

correlacionado tempo de incubação com o 
grau de hemólise, em 1909 e em 1916. 

Em 1947 ALMEIDA 1 apresentou os funda
mentos de um método de dosagem de com
plemento, aplicando a relação logística ao 
sistema hemolítico, medindo o grau de he
mólise, com as células em suspensão, em um 
foto-colorímetro. Poder-se-ia então aplicar a 
relação de VON KROGH, em sua forma mais 
geral, na medida do complemento residual 2 , 

em reações de hemólise feitas em uma va
riedade de condições 3

• 
7

• 11• Ultimamente o 
método cinético foi redescrito, dentro dos 
mesmos princípios, para a dosagem do com
plemento por PLESCIA ,& col. 15

• 

A equação de VON KROGH em sua for
ma geral: 

xt - Kxt (y/(1-y)) hxt 
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( em que x significa complemento, y o grau 
de hemólise, t tempo de reação) poderia 
ser empregada para a lise em tempos variá
veis, por uma quantidade constante de com
plemento ( x 1) na tradução das relações 
entre tempo de incubação e grau de hemó
lise, como 

t = Kt (y/(1·-y) )ht 

ALMEIDA 3 mostrou que dentro de certos 
intervalos de variação de x, a relação entre 
a concentração (C) de complemento e o 
tempo necessário para 50% de hemólise 
(Kt) podia ser expressa como: 

C Ki = k 

em que n e k são constantes. 
Então, em projeção logarítmica 

log C = log k - n. log Kt 

Conhecido o tempo necessário a 50% de 
hemólise, determina-se a quantidade de com
plemento presente. 

Por êsse método foram determinadas, as 
-quantidades de complemento livres, depois 
de vários períodos de incubação e então, o 
número de unidades de complemento fixa
do. Os dados são apresentados nos Qua
dros II e IV, demonstrando haver diferen
·ças na fixação do complemento, nas duas 
•condições seguintes: 

l.º) A um volume de sôro diluído (A) jun
tou-se um volume de antígeno (G), 
deixando-se a mistura por 5 minutos 
a 37ºC, com freqüente agitação, e em 
seguida, um volume de complemen
to ( C) : 

A + G + + AG 

AG + C + + AGC 

2.0
) A um volume de sôro bruceloso e di

luído (A) , juntou-se a mistura antíge
no-complemento ( G + C) : 

A + (G + C) + * AGC 

Na primeira condição da experiência, há 
primeiramente formação do complexo antí
geno-anticorpo. O complemento é juntado 
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ao complexo, tendo uma grande superfície 
reativa, ávida de complemento. No segun
do caso, o antígeno é diluído em um volu
me de complemento e poder-se-ia admitir 
que a diferença quanto ao complemento fi. 
xado fôsse motivada pela concentração do 
antígeno, menor pela diluição no comple
mento. O argumento não procede, pois foi 
empregado um excesso de antígeno, por ser 
o sistema do tipo I de isofixação (ALMEI· 
DA 5

). Não se poderá também admitir que 
êsse excesso de antígeno produzisse uma 
inibição na formação do complexo imune e 
decorrente menor fixação de complemento, 
pois na primeira condição experimental, a 
concentração maior de antígeno não impe
diu a maior fixação do complemento, então 
observada. 

Comparando os resultados, apresentados 
nos Quadros II, IV e no Gráfico 3, con
cluimos que maior fixação do complemento 
se observa quando êste é juntado ao com
plexo antígeno-anticorpo, formado minutos 
antes. A fixação do complemento, rápida no 
início vai aos poucos perdendo sua velocida
de, tornando-se a curva de fixação assintó
tica ao eixo das abcissas ( tempo de incuba-

QUADRO V 

Valores dos parâmetros K, e ht para o com
plemento residual em reações incubadas por dife

rentes períodos de tempo a 370c 

Tempo de in-
cubação a 370c 

em minutos 

. 

o 

10 
30 
60 
80 

140 

10 
40 
50 
80 

120 
140 

K, 

Complemento 

225 

AG + C 

326 
455 
690 
806 

1350 

A+ (G + C) 

245 
304 
313 
447 
660 
780 

ht 

0,382 

0,175 
0,171 
0,165 
0,259 
0,285 

0,109 
0,126 
0,127 
O 154 
0,200 
0,244 
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ção) , procurando atingir um equilíbrio ( 90 
a 140 minutos de incubação). 

O antígeno, quando em mistura com o 
complemento, poderia afetar a perda de ati
vidade complementar. Para investigar o 
possível efeito do antígeno sôbre o comple
mento, determinamos, nas duas condições da 
experiência, os valores dos parâmetros Kt e 
ht, para vários tempos de incubação ( Qua
dro V). 

A inclinação da linha de regressão no 
sistema de coordenadas, logaritmos de tem
po e logitos de hemólise, representa a ati
vidade do complemento e esta é uma função 
da quantidade de complemento fixado, como 
demonstraram W ADSWORTH & col. 20

, THOMP

SON ,& MALTANER 17 e ALMEIDA 6 • No Qua
dro VI podemos verificar que os valores de 
ht em ambas as condições não são signifi
cantemente diferentes, mas dependentes, em 
ambos os casos, da quantidade de comple-· 
mento fixado. A diferença observada na 
fixabilidade do complexo imune decorreria 
da concentração relativa de complemento, 
por ocasião da formação do complexo imune. 

QUADRO VI 

Valores de ht para curvas hemoliticas com 
complemento residual aproximadamente de 

igual concentração 

A+ (G + C) AG+ C 

Complemen-1 
to fixado ht 

Complemen- , 
to fixado ht 

2,1 0,13 2,0 0,08 
3,1 0,15 3,2 0,17 
4,1 0,20 4,2 0,17 
4,3 0,25 4,4 0,28 

A menor fixação de complemento obser
vada quando se junta ao sôro, a mistura 
complemento-antígeno, contraindica êste mé
todo, em sorodiagnose da brucelose por rea
ção de fixação de complemento. · 

SUMMARY 

Studies on complement-fixation test for bru
cellosis. I - lnfluence of the arder of mi
xing antigen, antibody and complement on 

the amount of complement fixed. 

Complement-fixation tests were carried out 
with human brucellotic serum and Boivin 
antigen from Brucella abortus, in two expe
rimental conditions. ln the first one, com
plement was dispensed 5 minutes after the 
addition of the antigen to the immune se
rum, as usual. ln the second condition, in 
order to minimize the technical work, anti
gen and complement were mixed and then, 
added to the serum. 

Complement-fixation was followed up du, 
ring the incubation at 37ºC, in successive 
samples withdrawn from the reaction mixtu
res. Complement was titrated by kinetic 
method, based on the relationship between 
time required for 50-per-cent hemolysis and 
concentration of complement. 

It was found that the activity of comple
ment, in both conditions, was not changed, 
as far as judged by the slope of the regres
sion line drawn when logarithms of time, in 
seconds, were plotted against logits of hemo
lysis. It was, however, observed that more 
complement was fixed, in the first condition, 
when guinea-pig complement was added to 
the immune-complex. 

From these observations, confirming pre
vious ones in other systems, it should not be 
permitted, for the sake of the sensitivity 
of the complement fixation test for brucel
losis, to alter the order in which the reagents 
are mixed. 
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