Rev. Inst. Med. trop. Sdo Pawlo

8(1):37-40, janeiro-fevereiro, 1966

O COMPLEMENTO DO SORO HUMANO EM

Celeste Fava Netto (1), Antranik MANIssADJIAN (2), Hedda Arminante de

Oliveira PENNA (2), Helcio Bahia CorraADPINI (3) e Gabriel Ruiz Junior (3)

RESUMO

Utilizando técnica rigorosa, na determinagio em unidades 509% de hemdlise,
foi titulado o complemento nos seguintes grupos de individuos normais: homens
adultos, mulheres adultas, puérperas e seus recém-nascidos. Os teores encontrados,
expressos pelas médias e os respectivos desvios-padrdo em cada grupo, foram os
seguintes: para homens adultos 294,55 U/ml =+ 13,34, para mulheres adultas
234,75 U/ml + 10,26, para puérperas 301,55 U/ml + 11,64 e para seus recém-

CDU 612.111.1

INDIVIDUCS NORMAIS

nascidos 174,85 U/ml =+ 12,53.

Foi realizado estudo estatistico na verificacio

da significancia das diferencas entre as médias encontradas em cada grupo.

INTRODUCAO

G complemento, substancia realmente com-
plexa, constituida de vérias fragbes protei-
cas, algumas das quais com atividades enzi-
maticas definidas, exerce no organismo hu-
mano papel ainda nfo bem conhecido. Na
literatura médica, encontramos trabalhos que
relacionam o teor de complemento do séro
com a atividade opsénica *, outros que refe-
rem a titulagdo do complemento sérico em
moléstias infecciosas, no enfarte do miocar-
dio, em neoplasias vérias, na tireotoxicose e
na alergia a drogas®® 7 e resultados de
pesquisas do teor de complemento em doen-
cas de possivel mecanismo auto-imune, co-
mo o lupus eritematoso sistémico, a artrite
reumatoide, a dermatomiosite, a escleroder-
mia, a periarterite nodosa, a febre reuma-
tica, a glomérulo-nefrite difusa, a parpura
anafilactéide e a anemia hemolitica adqui-
rida 1, 5, 6, 8, 12, 13'

Os Autores estdo de acoérdo em admitir

que as discordincias, verificadas nos. dife--

rentes trabalhos sdo, certamente,’ devidas a
técnicas inadequadas de titulagdo do comple-
mento. Os trabalhos em que as técnicas uti-
lizadas foram mais Trigorosas, titulando o
complemento em unidades 50% de hemdlise,
sdo as de FiscHEL & colf, WEDGEWOOD &
JaANEWAY *2 e de WiLLiams & Law 3.

No laboratério” do Departamento de Mi-
crobiologia e Imunologia, a- titulagdo do
complemento, em unidades 50% de hemo-
lise, & feita por técnica diferente daquelas
empregadas pelos Autores citados. Por éste
motivo, realizamos a presente pesquisa, para
determinar, pelo método por nés utilizado,
o teor do complemento sérico em individuos
normais.

MATERIAL E METODOS

Soros — O sangue foi colhido em jejum,
com agulha e seringa sécas e deixado coagu-
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lar & temperatura ambiente, separando-se o
s6ro no maximo até 3 horas apds a colhei-
ta. O sbro, separado esterilmente, era utili-
zado em seguida ou congelado a —20°C. Na
maior parte das vézes, o complemento foi
titulado no mesmo dia da colheita do san-
gue. Quando de sbro congelado, o comple-
mento foi titulado, no mais tardar, 4 dias
ap6s a colheita. Foi colhido sangue de 20
homens adultos normais, de 20 mulheres
adultas normais, de 20 puérperas e de seus
recém-nascidos.

Solugio fisiolégica — Todos os elementos

da reagfio foram diluidos em solugdo de clo-
reto de sédio quimicamente puro a 0,85%.

Hemdcias de carneiro — Colhidas e pre-
servadas em solugio A.C.D. Usamos sempre
hemicias de dois carneiros, que foram utili-
zadas somente 4 dias apés a colheita. Apds
serem lavadas trés vézes em grandes volumes
de solucdo fisiolégica por centrifugagio, as
hemicias eram ressuspensas em solucgdo {i-
siolégica, filtradas em algoddo hidréfilo e
centrifugadas novamente a 2.000 r/m du-
rante 10 minutos. Do sedimento assim obti-
do preparava-se suspensio a 3% das hema-
cias em solugdo fisiologica. A suspensdo era
entdo padronizada em colorimetro foto-eléc-
trico (Evans electroselenium), de tal modo
que, 0,1 ml da suspensdo de hemacias, lisa-
das em 0,9 ml de agua destilada, davam
densidade éptica igual a 0,54 ou 0,56 com
filtro verde-amarelado.

Hemolisina — Séro de coelho anti-hema-
clas de carneiro preparado pela técnica de
Urrice & Mac ARTHUR® e utilizado em
concentragio oOtima, isto é, em tal quanti-
dade que névo acréscimo de hemolisina néo
aumenta o grau de hemdlise. Esta, em tais
condigbes, depende tnicamente da quantida-
de de complemento presente.

Técnica da titulagGo — Inicialmente eram
preparadas trés dilui¢gbes do sdro em estudo
em solugdo fisiolégica gelada, 1:20, 1:40
e 1:60. As diluicoes eram feitas em pegue-
nos frascos que eram mantidos: em banho
gelado. Para cada diluicGo do séro era uti-
lizada uma série de 9 tubos de ensaio
12 X 75 mm, padronizados para leitura fo-
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to-colorimétrica. Pipetavam-se para cada tu-
bo da série as seguintes quantidades da
diluigdo do sbro: 0,06; 0,09; 0,12; 0,15;
0,18; 0,21; 0,24; 0,27 e 0,30 ml. Em se-
guida eram completados os volumes em cada
tubo para 0,3 ml com solugdo fisiolégica
gelada. A mesma operacio era repetida
para as trés séries de 9 tubos, uma para cada
diluicdo do séro. A seguir, acrescentava-se,
a todos os tubos, 0,2 ml do sistema hemo-
litico preparado 10 minutos antes, misturan-
do-se volumes iguais de suspensio de hema-
cias padronizadas e de hemolisina em di-
luicdo Otima. Apés agitagdo, as estantes
eram incubadas em banho-maria a 37°C,
durante 15 minutos. Em seguida, acrescen-
tava-se a todos os tubos 0,5 ml de solucio
fisiolégica gelada e, apés agitagio adequa-
da, eram centrifugados a 2.000 rotages por
minuto, durante 5 minutos. Procedia-se, en-
tdo, a leitura foto-colorimétrica, para avalia-
¢do do grau de hemolise em cada tubo.

A determinagio da quantidade de sdro
que dava 509% de hemolise era feita gra-
ficamente, inscrevendo-se os logaritmos das
quantidades de sbéro contra os logitos de
hemolise em cada tubo, de acérdo com a
transformagdo logaritmica da foérmula de

Von KrocH,
¥
log x = log K + nlog(l_y)-

A técnica utilizada em nosso laboratério
corresponde aquela desenvolvida por Waps-
WORTH, MALTANER & MALTANER e que se
encontra descrita no Standard Methods °.

Geralmente, com as diluicbes do séro que
empregamos, conseguiamos a inscrigdo de
duas retas no gréfico, de tal modo que, a
quantidade absoluta de séro necessiria para
50% de hemolise podia ser calculada a par-
tir de duas diluigBes iniciais. Estas quanti-
dades, quando diferentes, foram sempre mui-
to proéximas e tomava-se a média como sen-
do a quantidade absoluta de sbro que dava
509% de hemdlise.

Dividindo 1 pela guantidade absoluta de
s6éro humano que dava 509% de hemdlise,
obtinha-se o numero de unidades de com-
plemento contidas em 1 ml de séro.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos, nos varios grupos
estudados, estio referidos no Quadro I em
unidades (509 de hemdlise) de complemen-
to por ml de séro. No mesmo quadro séo
encontradas as médias para cada grupo e
os desvios-padrio das médias.

A diferenga entre as médias nos grupos
de homens adultos e de mulheres adultas
é estatisticamente significante ao nivel de

— 0,05. A diferenga entre as médias de
homens adultos e puérperas ndo é signifi-
cante ao nivel de P = 0,05. A diferenca

QUADRO I

de hemdlise) de complemento
por ml de séro

Unidades (5C%

Homens Mulheres Puérperas |- riiie;g);
187 163 207 100
211 196 222 103
245 197 235 104
251 198 250 125
253 198 260 133
258 200 272 144
272 204 278 150
272 210 278 159
273 216 281 167
282 226 298 167
297 227 306 171
300 243 307 174
305 249 333 180
307 256 336 185
316 262 338 194
328 271 350 202
340 275 364 203
347 280 364 244
418 282 366 | . 268

429 342 386 324

X = 294,55 X =234,75 | X = 301,55 | X = 174,85

+ 13,34 + 10,26 + 11,64 + 12,53

entre as médias de puérperas e seus Tte-
cém-nascidos € significante ao nivel de

P = 0,001.

DISCUSSAO

O conhecimento do teor normal de com-
plemento do séro humano, quando titulado
por uma determinada técnica, é indispensa-
vel, como dado inicial, para o estudo das va-
riagdes que possam ocorrer em varias condi-
¢bes morbidas. Neste estudo, nossa aten-
¢do foi despertada, de inicio, para as gran-
des diferencgas de teor, em complemento, nos
soros das mdes e dos recém-nascidos. Ge-
ralmente recém-nascido, apresentava titulo
que era aproximadamente igual & metade
daquele encontrado no séro materno. Ou-
tra verificagfo interessante foi a de que o
teor de complemento no séro das mulheres
adultas normais era significativamente mais
baixo que o encontrado no séro dos homens
adultos normais. Este fato nos pareceu tdo
estranho que repetimos a titulagdo do com-
plemento em mais 20 mulheres adultas nor-
mais e a média que encontramos, de 237,5
U/ml, estd bem dentro do desvio padrdo da
média para o grupo. Procurando verificar
ac mesmo tempo a reprodutibilidade das ti-
tulagbes e as possiveis variagbes do teor de
complemento no séro de um mesmo indivi-
duo, fizemos em um voluntario, num perio-
do de 19 dias, seis titulagbes do complemen-
to, sendo que, o sangue fol cothido no mes-
mo periodo do dia t6das &s vézes. O teor
variou entre 242 e 250 U/ml, dando a dife-
renca méaxima de 8 U/ml

Considerando-se o rigor com que se titu-
la o complemento pela técnica empregada,
podemos concluir que o teor normal de com-
plemento do sbro humano varia de indivi-
duo para individuo, sendo mais baixeo, quan-
to as médias, nos grupos das mulheres adul-
tas normais e dos recém-nascidos. Dentro
de cada grupo se tomarmos 100 unidades
para baixo e para cima da média, verifica-
mos que abrangeremcs praticamente todos
os individuos. Em condi¢des mérbidas, co-
mo a glomérulo-nefrite difusa aguda, a dimi-
nuicdo do teor de complemento € muito gran-
de, chegando a ser bem menor que 100
U/ml. Além do mais, a titulagdo do com-
plemento nas condigdes morbidas,. apresenta
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grande interésse para acompanhar a evolu-
¢do de um caso isolado. Verifica-se, entdo,
que a melhora clinica é acompanhada pela
normalizacdo do teor de complemento no
soro.

Finalmente, queremos assinalar que a téc-
nica de titulagio do complemento, em uni-
dade 509% de hemélise, por nés utilizada,
permite revelar no séro humano um ntmero
maior de unidades, que aquelas empregadas
em trabalhos anteriores: de FiscHEL & col.b,
37,7 U/ml = 3,9; de WEpcEWOOD & JANE-
way 2, 47,7 U/ml += 13,3; de WILLIAMS
& Law?®, 44 U/ml = 4,7 e de WaLTON
& Eirs!: unidades arbitrarias. Este fato
talvez a torne mais interessante no estudo
evolutivo dos pacientes, permitindo verificar
com mais detalhes as variagbes no teor de
complemento, que ocorrem na evolucdo do
estado mdrbido.

Para complementagdo do presente traba-
lho sera necessario determinar-se em dque
época da vida o teor de complemento dos
recém-nascidos passa a ser igual ao dos
adultos.

SUMMARY

The complement of human serum in
normal individuals

The complement of human serum was
titrated, by a technique of 509 hemolysis,
in the following groups of normal indivi-
duals; men, women, puerperae and their
newborns.

The media in units per ml of serum were
the following: for men 294.55 U/ml =+
13.34; for women 234.75 U/ml = 10.26;
for puerperae 301.55 U/ml =+ 11.64 and
for their newborns 174.85 U/ml == 12.53.

The significance of differences between
the media in these groups was tested by a
statistical analysis.
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