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Detecção de complexos imunes circulantes na hanseníase utilizando
C1q humano e eqüino
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RESUMO — Observou-se a presença de complexos imunes circulantes (IC) em soros
e pacientes de hanseníase virchowiana com e sem eritema nodoso. Estes IC foram detectados
or sua reação com o componente CA do complemento, após prévia concentração dos IC por
oletileno-glicol (PEG) e solubilização em tampão borato. A presença dos IC foi confir-

ada por redução e alquilação dos IC seguida de nova difusão contra C,q.

os índice: Hanseníase. Complexos Imunes C1q.

INTRODUÇÃO A finalidade deste trabalho é detec-
tar os IC circulantes em soros de han-
senianos virchowianos com e sem eri-
tema nodoso, utilizando a propriedade
que possuem alguns desses complexos
de formar precipitados, em gel difusão,
com o componente C1q do complemen-
to (13). Estes precipitados não se for-
mam quando os IC são reduzidos e
alquilados (1). Para a detecção dos IC
foi utilizado C1q obtido de soro
A presença de IC circulantes já foi
bservada por alguns autores em soros
e pacientes de hanseníase (7, 9, 11),
specialmente durante o estado de rea-
ão do tipo eritema nodoso; também foi
erificada, por imunofluorescência, em
reas da derme de pacientes em reação,
presença de imuneglobulinas e com-
ento (12).
humano e de soro de cavalo.
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MATERIAL E MÉTODOS
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foi de 1 mg de proteína/ml, que
contém cerca de 2/3 de agregados de
90- 1105, segundo estes Autores. A
IgG humana sob forma monomérica
também na concentração protéica de 1
mg/ml, serviu como controle negativo.

Concentração dos IC — A
concentração dos IC foi feita por
precipitação dos soros por
polietilenoglicol (PEG) 6.000 (Sigma)
segundo técnica de Zubler et al. (14).
Após tratamento com PEG, na
concentração final de 4%, os precipita-
dos foram separados em 2 aliquotas,
sendo uma dissolvida em tampão
borato 13118,3 (14) e a outra
dissociada em tampão glicina-HC1
p112,8, segundo Bout et al. (4). Após
esses tratamentos o material foi
centrifugado utilizando-se os
sobrenadantes, os quais, se não
empregados imediatamente, foram
conservados a -70°C. Os soros
normais receberam o mesmo
tratamento, isto é, o precipitado por
PEG, dividido em 2 alíquotas
dissolvidas respectivamente em
tampão borato ou glicina.
Imunodifusão em gel de agarose —
Para verificar a presença de IC nos
precipitados obtidos com PEG a 4% e
solubilizados, foi feita a difusão dos
mesmos contra C1q. Estas reações de
precipitação por C1q permitem identi-
ficar complexos imunes. A imunodifu-
são foi realizada de acordo com a téc-
nica de Winchester. & Agnello (13). A
agarose foi preparada na concentração
de 0,6%, porém, em solução salina
tamponada (P.B.S.), IL0,11 EDTA 0,01
M pH7,2, pois nas condições de
Winchester & Agnello obtêm-se
reações positivas com soros normais
ou mesmo IgG monomérica como
observam estes Autores.
Redução e alquilação dos IC — Os IC
precipitados pelo PEG, suspensos em
tampão borato, foram submetidos, se-
gundo Agnello et al. (1), a processo de

Han
Soros — Foram estudados 9 soros de
cientes virchowianos sem eritema
doso e virgens de sulfonoterapia e 14
ros de pacientes virchowianos com
tema nodoso; 12 destes pacientes
avam sob tratamento com
idomida e corticoesteróides e 2 eram
gens de tratamento anti-hansênico e
ti-reacional. Os soros foram
idamente separados a 4°C, filtrados
"Millipore" (0,2 µm) e conservados a
0°C para evitar a possibilidade de

regação de componentes séricos.

Foram estudados 4 soros normais e
"pool" de soros normais que rece-

ram o mesmo tratamento dispensado
s soros patológicos.

paração de C1q humano e eqüino —
ram utilizadas 2 preparações de C1q
tido de soro humano normal nas
ncentrações de 1,7 mg/ml e 2,5
/ml respectivamente e uma prepara-
o de C1q obtido de soro de cavalo
uus caballus) cuja concentração foi
7,3 mg/ml. Para o preparo do C1q
mano foram utilizados aproximada-
nte 800 ml de soro humano de vários
adores e para o preparo do C1q de
valo 800 ml de soro provenientes de
cavalos. A técnica utilizada foi a de
nchester & Agnello (13), j á aplicada
los presentes autores (5), empre-
ndo-se DNA tipo I e DNase tipo ST
gma). A identificação e atividade
s preparações de C1q humano foram
rificadas por imunodifusão contra
ti-C1q humano (Bioware) e agluti-
ção de partículas de látex recobertas
r fração II (6,8). Para controle
sitivo foi empregada gamaglobulina
mana (Behringwerke) agregada que,
r imunoeletroforese, revelou IgG e
pureza de IgA e IgM ; a agregação
feita pelo calor, de acordo com o
todo de Muller-Eberhard & Kunkel

). A concentração final utilizada redução com 2-mercaptoetanol

(Sigma)
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0,1 M, feita durante 24 horas, seguida
de alquilação por diálise contra 2-io-
doacetamida (Sigma) 0,1 M. A redução
foi feita com a finalidade de diferenciar
a reação devida a IC daquelas devidas
a endotoxinas. Todas as preparações,
após este tratamento, foram
experimentadas contra C1q por gel
difusão.

RESULTADOS

Dos 14 soros de pacientes com erite-
ma nodoso, 12 deram reação com C1q
em gel difusão, e dos 9 sem eritema
nodoso, apenas 2 formaram linha de
precipitação com C1q, sugerindo a pre-
sença de complexos imunes
circulantes.

Os IC precipitados por PEG reagi-
ram com C1q quando dissolvidos em
tampão borato ; quando tratados com
tampão glicina não reagiram, fato que

indica a dissociação dos IC. Os soros
normais após tratamento com PEG não
reagiram com C1q, dissolvidos ou
dissociados em tampão borato e
tampão glicina respectivamente (Fig. 1)
. Após redução e alquilação dos IC
presentes nos soros não houve reação
contra C1q (Fig. 2). Houve exceção do
soro de um paciente com eritema
nodoso que, mesmo após redução e
alquilação, continuou reagindo com
Clq, não devendo a reação ser devida à
presença de IC. C1q de soro de cavalo,
preparado da mesma maneira que C1q
humano (8), foi também experimentado
em gel difusão contra um soro normal
e 3 provenientes de pacientes com
reação hansênica. Observaram-se
linhas de precipitação com os soros
patológicos, mas não com soro normal,
sendo estas linhas, entretanto, de
menor intensidade do que aquelas
observadas quando foi utilizado C1q
humano (Fig. 3).

Fig. 1 — Reação contra C1q humano (1,7 mg/m1)
C — C1q.
1 — IgG humana monomérica.
2 — IgG humana agregada.
3 — Soro humano normal tratado com PEG e tampão borato.
4 — O mesmo soro tratado com. PEG e tampão glicina.
5 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.
6 — O mesmo soro tratado com PEG e tampão glicina.
7 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.
8 — O mesmo soro tratado com PEG e tampão glicina.
9 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

10 — O mesmo soro tratado com PEG e tampão glicina.
11 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

12 — O mesmo soro tratado com PEG e tampão glicina.

— 137 — Hansen. Int. 3(2): 135-140, 1978



Kliemann et al.

Fig. 2 — Reação contra C1q humano (2,5 mg/ml)

C — C1q

1 — IgG humana monomérica.

2 — IgG humana agregada.

3 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

2 — O mesmo soro após redução e alquilação.

5 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.
6 — O mesmo soro após redução e alquilação.

Ha
Fig. 3 — Reação contra C1q eqüino (7,1 mg/ml)

C — C,q eqüino.

1 — IgG humana monomérica.

2 — IgG humana agregada.

3 — Soro humano normal tratado com PEG e tampão borato.

4 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

5 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

6 — Soro de paciente em reação tratado com PEG e tampão borato.

(Nota: n direita está o esquema da fotografia em virtude da falta de nitidez das linhas
de precipitação)

nsen. Int. 3(2):135-140, 1978 — 1 3 8 —



Kliemann et al.

Através do
firmou-se a p
de pacientes
mente em sor
hansênica.

A natureza
dados, que re
suficientemen

O fato do
apresentado
mesmo após
de endotoxina
dos pelo My
resultado ind
doso critério
ções positiva
hansenianos.
nados (7, 9,
e alquilação d

Após o tra
pão borato,
parcial do m
gado utilizand
deu reações
mando assim
precipitados
dos pelo tam
linhas de prec

Os resulta
Ciq de cavalo
para a detecç
verdade, expe

Agradec
Bento, pelo forn
colheita de soros

Prese
seniasis pati
detected by
viously prec
presence of
iodoacetamid

Key words: Hans
DISCUSSÃO

processo de redução con-
resença de IC em soros
virchowianos e especial-

os de pacientes com reação

dos complexos aqui estu-
agem com C1q, não é ainda
te conhecida.

soro de um paciente ter
reação positiva contra CA
redução sugere a presença
s, talvez antígenos libera-

cobacterium, leprae. Este
ica ser necessário cuida-
na interpretação das rea-
s com C1q em casos de
Os trabalhos já mencio-

11) não referem redução
os supostos IC.

tamento dos IC com tam-
observou-se solubilização
aterial; este foi centrifu-
o-se o sobrenadante que

positivas com C1q, confir-
a presença de IC. Os IC

pelo PEG foram dissocia-
pão glicina, não revelando
ipitação.

dos obtidos indicam que o
também pode ser utilizado
ão de IC circulantes. Na

rimentamos uma única

imentos: — A Dra. Maria Zélia Ca
ecimento de soros de pacientes em
.

SUMMAR

nce of soluble immune complexes (IC
ents; some of these patients presented
their reactivity with the C,q compon
ipitated by polyethylene-glycol (PEG
IC was confirmed by reduction with 2
e followed by new C,q reactions and n

eniasis, Immune complexes, C1q.

— 139 —
preparação de C1q de cavalo e esta for-
neceu linhas bem menos intensas que
o C1q preparado de soro humano, apesar
de sua maior concentração.

A reação do tipo eritema nodoso
apresenta aspectos clínicos, histopato-
lógicos e imunológicos que sugerem
deposição de complexos antígeno-anti-
corpo. Bonomo & Dammaco (3) obser-
varam casos de reação hansênica com
crioglobulinemia do tipo IgG e IgM e
sugerem que algumas manifestações
que aparecem no tipo virchowiano, tais
como o comprometimento renal e o
próprio eritema nodoso, possam ser
devidas à deposição de IC.

Gelber et al. (7) estudaram a preci-
pitação dos IC de soros de hansenianos
antes, durante e após o surto reacional
e sugerem que a presença dos IC esteja
relacionada ao surto.

Os resultados obtidos neste trabalho
mostram a presença de IC circulantes
principalmente nos soros de pacientes
com eritema nodoso. 0 estudo seriado
dos soros de um grupo de pacientes em
diferentes fases do eritema nodoso e da
relação entre a presença de IC e terapia
anti-reacional, especialmente com a
talidomida, bem como o estudo da na-
tureza dos IC, seriam de grande impor-
tância para melhor conhecimento da
imunopatogênese do eritema nodoso
hansênico, com seu variado quadro

clínico.
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