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SUMARIO

Neste trabalho foi investigada a influéncia de anticorpos "naturais" obtidos
de camundongos BALB/c neonatos na resposta de camundongos BALB/c adultos
para eritroécitos de cameiro (E.C.), com énfase no estudo da ativagdo policlonal re-
sultante € da produgdo de auto-anticorpos para os antigenos miosina, colageno,
laminina e TINP-BSA.

Camundongos BALB/c adultos foram previamente inoculados por via en-

dovenosa com duas doses do anticorpo monoclonal "natural" IgM 1.3.80
(HOLMBERG et alli, 1986) de 25 pg num intervalo de 2 dias. Apos 2 dias, estes
animais foram estimulados com E.C. Passados 5 dias, os bagos foram retirados para
determinagdo do niimero de células secretoras de imunoglobulinas por PFC-reverso,
e o soro obtido para determinagdo do titulo de anticorpos especificos para E.C. e
para os auto-antigenos.

Os resultados demonstraram que o tratamento prévio dos camundongos com
os anticorpos "naturais" e posterior imuniza¢do com E.C., reduziu o numero de
células produtoras de imunoglobulinas totais e aumentou o niimero de células produ-
toras de IgM. Entretanto, estas alteragdes no nimero de células secretoras de
imunoglobulinas ndo alterou o titulo de anticorpos especificos para E.C.

Quanto ao titulo de auto-anticorpos, houve um aumento para o antigeno co-
lageno em animais tratados com anticorpos "naturais" e estimulados com E.C.

Estes resultados sugerem uma modulagdo na atividade imunologica por anti-
corpos "naturais" de neonatos.

A ativagdo policlonal induzida por E.C. ocasionou alteragdes no titulo de

auto-anticorpos, com aumento para os antigenos miosina ¢ TNP-BSA.



INTRODUCAO



O desenvolvimento da imunologia foi motivado pela preocupag¢do com a
descoberta de tratamentos e prevengdo de doengas infecciosas causadas por fungos,
virus, bactérias e parasitas. O maior desafio tem sido o controle de moléstias, na
tentativa de abolir agentes que podem causar qualquer dano ao hospedeiro.

Historicamente, o estudo da imunologia tem abordado a descri¢do das rea-
¢des imunes contra estes agentes, dando énfase a existéncia de formas especificas
de resisténcia as infecgdes (CANGUIHERM, 1977; SILVERSTEIN, 1979).

O agente infeccioso depois de vencer as barreiras fisicas de que o organismo

dispde, enfrentarda os mecanismos de defesa do hospedeiro, culminando com o

processo inespecifico, denominado inflamagéo.

O fenomeno inflamatério pode ser compreendido como reagdes coordenadas
do organismo contra lesdes causadas por agentes quimicos, fisicos ou biologicos,
assumindo uma importincia essencial nos mecanismos de defesa contra estes
agentes, ¢ manutencdo da homeostasia. Durante este processo, diferentes sistemas
enzimaticos sdo acionados e uma série de células sdo ativadas, com produgdo e/ou
liberagdo de mediadores quimicos tais como histamina, serotonina, fatores qui-
miotaticos, bradicinina, leucotrienes, prostaglandinas, heparina, enzimas hidroliticas
etc.

As células fagociticas migram para o local onde produzem e liberam medi-
adores inflamatérios como Interleucina 1, Fator de Necrose Tumoral alfa, leuco-
trienes e outros fatores lipidicos que aumentam a permeabilidade vascular e for-
magdo de exudato rico em proteinas e edema local.

Muitas vezes durante o fendmeno inflamatério, o mecanismo de defesa es-
pecifico é também acionado. Para que este ocorra, células do sistema mmune sdo
capazes de reconhecer especificamente o epitopo antigénico processado por uma

célula apresentadora de antigeno.



Para reconhecer especificamente um determinante antigénico, o sistema
imune ¢ constituido por um grande numero de células: os linfocitos, que possuem
em sua membrana estruturas moleculares (receptores), capazes de se ligar a estes
determinantes, € com os quais se combinam, ¢ as células apresentadoras, em geral
macrofagos ou similares derivados de mondcitos.

As células da linhagem linfoide originam-se na medula 6ssea, onde ocorre
também a maturag¢do da célula B (HARDY et alli, 1991). Entretanto, a linhagem de
células T migra para o timo, onde sob a influéncia de horménios timicos, se di-

ferencia em célula matura, apresentando de acordo com o estagio de maturagéo,

uma série de receptores e mudangas histoquimicas (MOUSTAFA et alli, 1992).

A fungdo efetora da célula T foi sugerida pela primeira vez por MILLER
em 1961, observando que timectomia numa fase precoce do desenvolvimento dimi-
nui severamente a magnitude das respostas celulares.

Estes linfocitos, em geral, ndo sfo capazes de se ligar diretamente a sub-
stancias antigénicas. O material deve primeiro ser processado por células acessorias
e depois apresentado ao linfécito T, sendo que o receptor capaz de reconhecer o
material estranho € o TCR (receptor de célula T). Na apresentagio do epitopo anti-
génico, o TCR reconhece, na célula apresentadora, o antigeno processado junto com
o produto de um complexo genético chamado Complexo de Histocompatibilidade
Principal (IMHC), expresso por moléculas de antigeno de classe Il ou de classe I, em
dependéncia do processamento de material exdgeno ou enddgeno (NEEFJES &
MOMBURG, 1993), sendo que alguns detalhes do mecanismo de processamento e
apresentagdo tem sido elucidados (SCHWARTZ, 1984; BIOKRMAN, 1987; BUSS
et alii, 1987).

Dentre os clones de células T maturas, estas se diferenciam funcionalmente

em c€lulas T citotoxicas e células T helper. As primeiras sdo estimuladas por anti-



genos enddgenos, muitos dos quais derivados de patdgenos ou parasitas intracelu-
lares associados com moléculas do MHC classe I, € possuem o fenotipo CD4-
CD8T. Ja, as células T helper estdo associadas a antigenos exogenos, os quais re-
conhecem através de seu TCR na célula apresentadora de antigeno junto com a
molécula de CHP classe II.

Entre os clones de células T helper, dois tipos distintos tem sido descritos,
as células T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2)(MOSMANN & COFFMAN, 1989).
Estas se diferenciam pelo padrdo de linfocinas sintetizadas, onde Interleucina 2 e

Interferon s&o produzidos por células Thl enquanto que Interleucinas 4, 5, 6 € 10

sdo produzidas principalmente por células Th2 (PAUL, 1992).

A diferenga no padrdo de liberagio de linfocinas diferencia funcionalmente
estas células na habilidade de estimular a produgdo de certos isotipos de Imuno-
globulinas (IMOSMANN & COFFMAN, 1989).

Os linfocitos B sdo responsaveis pela resposta imune humoral e, quando es-
tas células sdo ativadas, se diferenciam em plasmocitos e secretam imunoglobulinas,
exercendo desta maneira sua fun¢do efetora.

Quanto a ativagdo, os linfécitos B podem ser ativados através do auxilio de
linfécitos T, que envolve o contato entre a célula T auxiliar e a célula B. Este con-
tato ativa a célula T a produzir fatores soluveis, responsaveis pela expansio e ma-
turagdo da célula B em plasmoécito e secreg¢do de imunoglobulinas. Em situagdes
experimentais, o ligante pode ser um mitogeno que se liga a seu receptor ou um an-
ticorpo IgM-especifico.

As células do sistema imunoldgico estdo constantemente em comunicagio,
tanto diretamente através de contato celular, quanto através de produgdo e liberagdo
de linfocinas, tornando ainda mais complexa as interrelagdes celulares e o sistema

mmunolégico como um todo. Uma das principais caracteristicas do sistema



imunologico ¢ a diversidade de seu repertério de células T e B. Cada organismo é
capaz de produzir uma grande variedade de anticorpos por meio de rearranjos géni-
cos e mutagdes somaticas (TONEGAWA, 1983).

"Cada individuo pode formar potencialmente 108 a 109 moléculas de
imunoglobulinas com diferentes especificidades (PAIGE, 1989), e uma variedade
similar de receptores de linfocitos T (PEREIRA et alii, 1989). Portanto, o sistema
imune ¢ capaz de reconhecer um grande namero de estruturas antigénicas.

Segundo BURNETT, 1957, as respostas especificas que um organismo ¢

capaz de executar, resultam da ativagdo de clones linfocitarios selecionados por

um dado antigeno. Deste modo, um individuo € capaz de produzir todos os anti-
corpos antes de ser exposto ao antigeno.

A expansdo desta idéia consagrou a teoria clonal de funcionamento do sis-
tema, onde um linfocito ¢ programado para expressar receptores de uma dada espe-
cificidade, e prolifera ap6s o encontro de um antigeno complementar. O resultado é
ativagdo e expansdo de clones de células de mesma complementariedade seleciona-
dos de uma grande populagio.

Sob a o¢tica da selegdo clonal, os fendmenos imunologicos sdo vistos como
produto da aglo isolada de linfécitos, ndo mostrando qualquer dependéncia de in-
teragdes entre os clones, mas dependentes inteiramente da presenga do antigeno,
onde esta distribuigdo clonal de receptores especificos para o antigeno, tanto em
célula B quanto em célula T, asseguram a especificidade da resposta imunologica.
Esta teoria proporcionou um grande avango a imunologia, ajudando no esclareci-
mento dos mecanismos de reconhecimento de estruturas estranhas e regulagio da
resposta imune especifica.

Uma das questdes centrais em imunologia é a propriedade do sistema imune

reconhecer uma variedade tdo grande de determinantes antigénicos sem que isto



resulte numa auto-agressao.

A idéia de que o sistema imune aprende a discernir entre o que lhe € proprio
e o que é estranho foi sugerida pela primeira vez por OWEN et alli em 1946.

Na hipotese de BURNETT e FERNNER, 1949, a exposi¢do de antigenos ao
sistema imune numa fase precoce do desenvolvimento, preveniria mais tarde a res-
posta a estes antigenos através da deleg@o destes linfocitos. Desta maneira, todas as
estruturas moleculares proprias, seriam expostas a estes linfocitos nesta fase inicial
do desenvolvimento.

Quanto a célula B, experimentos utilizando animais transgénicos revelaram

varios mecanismos de tolerAncia a antigenos proprios como anergia clonal
(GOODNOW et alii, 1988), delegdo clonal (NEMAZEE & BURKI, 1989) e inati-
vagdo funcional (ERIKSON et alii, 1991) como mecanismos de toleréncia .

Para as células T, foi demonstrado que o encontro intratimico com antigenos
proprios, pode resultar numa eliminagfo de timocitos que seriam reativos com este
antigeno em diferentes estagios da maturagdo (KAPPLER et alii, 1987; KISIELOW
et alii, 1988; SHA et alii, 1988; PIRCHER et alii, 1989).

Alguns investigadores acreditam que a dele¢do de clones auto-reativos de
células T no timo ndo deve ser completamente efetivo, e que a manutengdo da to-
lerancia deve envolver mecanismos periféricos como anergia  clonal
(RAMMENSEE et alii, 1989) e ou supressdo (MOLLER, 1991). Assim, a indugfo
da tolerancia no compartimento de células T extra ou intratimicamente, resultaria na
auséncia ou anergia de células T que seriam requeridas para a ativagdo de linfocito
B, desde que todos os antigenos proprios fossem T dependentes.

Diversos pesquisadores demonstraram que auto-anticorpos existem em
quantidades mensuraveis no soro de individuos normais, entre eles PRABHAKAR

et alii, 1984. Foi demonstrada também alta frequéncia de anticorpos auto-reativos



em mielomas humanos (GUILBERT et alii, 1982). Anticorpos monoclonais isola-
dos de individuos normais reagem com uma grande variedade de estruturas mole-
culares proprias, tais como antigenos nucleares, proteinas séricas, horménios e
marcadores de superficie celular (IDIGHIERO, et alii, 1982, 1983, 1985). Estas
observagOes confirmam a falta de correlagdo entre a presenga, concentragfio e afi-
nidade de auto-anticorpos e sintomatologia de uma doenga auto-imune. A detecgfo
de uma alta frequéncia de auto-anticorpos nfo acarreta necessariamente doenga
auto-imune, como foi relatado por Y ADIN et alli, 1989 em individuos acompanha-

dos sorologicamente e clinicamente durante 5 anos, sugerindo que estes anticorpos

devem existir fisiologicamente em individuos normais.

A possibilidade de que anticorpos podem ser produzidos contra a regido
Fab de outros anticorpos foi sugerida por EHRLICH e¢ MORGENROTH
(HILMMELWEIT, 1956) onde propuseram que a auto-imunidade a eritrocitos, po-
deria ser prevenida por auto-antilisina, que se combina a anticorpos que lisam os
eritrocitos. Nesta época pouco se sabia a respeito da natureza quimica dos anti-
COTpOs.

O conceito de idiotipia teve sua primeira base experimental em 1955 com
SLATER et alli que demonstrou que proteinas de mieloma humano possuiam de-
terminantes antigénicos Unicos que ndo estavam presentes em outras proteinas de
mieloma ou em imunoglobulinas normais, visto que o anti-soro ainda regia com o
imunégeno 1inicial depois de uma extensa absorgdo com imunoglobulinas normais e
um painel de mielomas ndo relacionados. Em 1963, OUDIN e MICHEL provaram
que estes determinantes antigénicos estavam presentes também em imunoglobulinas
normais € eram capazes de induzir a forma¢do de anticorpos heterdlogos, evi-
denciando desta maneira a existéncia de determinantes antigénicos que chamaram

idiotipos, distribuidos clonalmente nos receptores de linfocitos B, que podiam ser
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reconhecidos por outros anticorpos, entdo denominados anti-idiotipos. Em 1974,
RODKEY purificou anticorpos de coelhos imunizados e induziu a formagdo de
anticorpos anti-1diotipo no mesmo animal.

Descobertas desta natureza deram base a JERNE (1974), para a formulagéo
de novas idéias em direg¢do a teoria da rede idiotipica. Jerne prop0s a existéncia de
uma rede de interagdes entre anticorpos baseada no reconhecimento de idiotipos por
outro anticorpo (anti-idiotipo) e este por outro anticorpo (anti-anti-idiotipo). Nesta
nova concepe¢ao, o sistema imune € funcional mesmo na auséncia do antigeno, com

interagdes que teriam um papel fundamental na regulagdo e manutengdo do equili-

brio do sistema imune. A exacerbagio da atividade anti-idiotipica de alguma espe-
cificidade clonal resultaria na perturbagdo de outros clones, possivelmente de todo o
repertorio de anticorpos. Num contexto geral, todas as interagdes idiotipicas seriam
controladas por um conjunto de reagdes de inibigdo ou ativagdo, capazes de manter
um equilibrio dindmico da rede.

Mais tarde, houve a confirmag¢do que linfécitos T também expressavam
idiotipos (COUTINHO & FORNI, 1985) e, quando 1diotopos presente nos recep-
tores de linfocito T reagiam com paratopos nos receptores de linfécito B ou vice-
versa, seriam criadas condigdes para ativagdo destes linfocitos (TITE et alii, 1986;
JANEWAY, 1986), ampliando-se a rede de conexdes.

Tais evidéncias sugerem que o sistema imune deve ter uma organizagdo in-
terna que tem como ponto de apoio seus proprios elementos (antigenos proprios,
linfocitos B, linfécitos T (VAZ et alii, 1984), ¢ onde a resposta imune a antigenos
proprios esta interconectada dentro de uma rede de interagdes envolvendo anti-
corpos, linfécitos T e linfécitos B (COUTINHO et alii, 1984, ZANNETTI, 1986;
MARTINEZ et alii, 1988).

Evidéncias de intera¢des idiotipicas na regulagdo da resposta auto-imune fo-
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ram confirmadas através do uso terapéutico de imunoglobulinas que inibiam a ativi-
dade de auto-anticorpos (ROSSI et alii, 1989), imunizag¢ées com receptor de linfo-
cito T induzindo protegdo contra encefalomielite (VANDENBARK et alii, 1989) ¢
através da produgdo de anticorpos anti-idiotipo na prevengdo de outras doengas
auto-imunes (HAHN & EBLING, 1984; ROUBATY et alii, 1990). |

Estudos da fisiologia do sistema imune demonstram que a populagio de lin-
focitos T e B em camundongos normais, apresentam alta reciclagem, com niveis de
produgdo e morte didria de 30 a 50% do pool total (FREITAS et alii, 1986). A so-

brevivéncia destes linfocitos depende da afinidade a componentes do préprio orga-

nismo, de modo que a cclula sem afinidade a componentes proprios tem reciclagem
rapida, significando que linfécitos desconectados tem uma vida mais curta que
aqueles com afinidade para a rede imunoldgica (COUTINHO, 1989). Assim, os
linfécitos devem existir em duas condig¢des: o estado de repouso, onde a atividade
metabolica das células ¢ baixa e os receptores de membrana para crescimento e
diferenciagdo sdo poucos; € o0 estado ativado, onde ocorre aumento de tamanho da
c€lula, o ciclo mitético € ativado e ela expressa em sua membrana, muitos recepto-
res para fatores de crescimento e diferenciagdo (COUTINHO et alii, 1987). Grande
proporgdo desses linfocitos morrem poucas horas depois de serem gerados, sem
abandonar o estado de repouso. As células sobreviventes provavelmente permane-
ceriam vivas estabelecendo contato com outros linfocitos e células que tenham sido
previamente ativadas pelo meio interno.

Mesmo em camundongos "germ-free", mantidos com dieta de baixo peso
molecular, existe um consideravel nivel de ativagdo interna entre os compartimentos
de linfocitos, possuindo um alto nivel de atividade determinada pelo proprio
ambiente. Esta populagdo constitui 10 a 20% da totalidade das células, e esta con-

centrada no bago desses animais (PEREIRA et alii, 1986), constatando-se uma
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atividade autdonoma do sistema imune. Estas células ativadas sem a presenga do
antigeno sdo denominadas células "naturalmente" ativadas.

Estudo dessa populagdo em camundongos normais, a partir da obtengio de
hibridomas provenientes da fusdo de células B desse repertorio com células SP2/0,
mostraram que anticorpos formados por essas células podem interagir funcional-
mente por complementariedade idiotipica com células T do mesmo repertério pre-
sentes no mesmo individuo (LYMBERY et alii, 1985).

Estes anticorpos possuem um alto grau de conexidade idiotipica

(COUTINHO et alii, 1987) e tem complementariedade a um grande numero de li-

gantes, entre eles auto-antigenos (PORTNOI et alii, 1986), além de apresentarem
um alto grau de multirreatividade, sugerindo sua participagdo no estabelecimento da
rede idiotipica.

A caracteristica de auto-reatividade ndo tem conotagdo patologica, mas deve
fazer parte de uma das interagdes importantes para a regulagio da atividade linfoci-
taria e da auto-imunidade. Foi também demonstrado que imunoglobulinas "naturais",
além de reagirem fisiologicamente com vdrios antigenos de natureza autéloga, tam-
bém possuem reatividade com varias moléculas envolvidas na resposta imune
(BERNEMAN et alii, 1992).

O fato de auto-anticorpos ''naturais" multiespecificos serem encontrados
tanto em condigdes normais quanto em condigdes patoldgicas, abre a questdo da
fronteira existente entre os estados fisiologico e patologico de auto-imunidade. O
ultimo poderia representar uma exacerbagdo do primeiro (MATSIOTA et alii,
1990).

Em um sistema onde ocorre uma auto-organizagio, as fases iniciais do pro-
cesso sdo de grande importincia no estabelecimento de atividades futuras, como é o

caso do sistema imune, por isso, tornou-se de fundamental importancia o estudo do
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sistema imunologico numa fase inicial do desenvolvimento.

Para maior entendimento desta etapa inicial, uma amostra representativa do
repertorio linfocitario "natural” de camundongos neonatos, foi obtida através da
derivagdo de hibridomas provenientes da fusdo de células de bago de animais nor-
mais de 6 dias de idade com células SP2/0 (KOHLER et alli, 1976). Pdde se ob-
servar, a partir desta amostra, que a maioria dos hibridomas produziam imunoglo-
bulinas da classe IgM. Algumas caracteristicas puderam ser observadas através do
estudo desta populagio:

Um alto grau de conexidade entre os anticorpos deste repertorio, onde

aproximadamente metade dos anticorpos monoclonais reagiam com uma grande
propor¢do com outros do mesmo grupo (HOLMBERG et alii, 1984);

Uma alta frequéncia de reagdes positivas com anticorpos anti-idiotipos
(HOLMBERG et alii, 1986; ARAUIJO et alii, 1987), além de conexio idiotipica
com célula T (ARAUJO et alii, 1987), demonstrando também alto grau de cone-
xidade idiotipica envolvendo célula B e célula T;

Reatividade com um largo espectro de antigenos, inclusive de natureza auto-
loga, demonstrando também uma alta multiespecificidade e auto-reatividade
(DIGHIERO et alii, 1985; SOUROUJON et alii, 1988).

Estas caracteristicas citadas sugerem a participagdo deste repertdrio numa
rede de interagdes, € que o sistema imune se inicia tendo como referencial seus pro-
prios elementos, sendo que estas intera¢des sdo importantes no desenvolvimento do
sistema imune normal.

A consequéncia funcional desta conexidade de anticorpos de neonato tém
sido demonstrada por varios trabalhos:

A injegdo de pequenas doses destes anticorpos em camundongos adultos

leva a alteragdes de seus idiotipos complementares (LUNDKVIST et alii, 1989);
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AlteragOes nas concentragdes de anticorpos "naturais" em neonato pode le-
var a modulagdo da resposta auto-imune na vida adulta (SUNDBLAD et alii, 1989);

Perturbagdo da rede idiotipica composta por este repertorio, tanto direta-
mente pela 1noculagdo de IgMs deste mesmo grupo, quanto pelo pré tratamento de
mdes com anticorpos anti-idiotipo da classe IgG conectados idiotipicamente a anti-
corpos de camundongo neonato, leva a profundas altera¢des no repertorio de células
B, sugerindo a participagio destes anticorpos "naturais" no estabelecimento de todo
o repertorio 1munologico (VAKIL & KEARNEY, 1986; VAKIL et alii, 1986). Esta

participagdo no estabelecimento do repertdrio imunolégico também pdde ser

demonstrada através do tratamento de camundongos neonato com anti-p, resultando
na auséncia de desenvolvimento de célula T (GORDON et alii, 1989). A influéncia
das células B no estabelecimento do repertorio de células T ja havia sido demons-
trada (MARTINEZ et alii, 1985).

Este grupo de c€lulas "naturalmente” ativadas no animal adulto corresponde
a aproximadamente 10% do total de linfécitos do bago e, possivelmente esta popu-
lagdo contém uma fragdo menor deste grupo de linfocitos com as caracteristicas de
alta conexidade que o camundongo neonato (HOLMBERG et alii, 1986). Entre-
tanto, uma grande propor¢do destes anticorpos multirreativos sdo preservados no
camundongo adulto isento de germe, como foi demonstrado pela produ¢ido de hibri-
domas derivados de células B induzidas por LPS (BOS et alii , 1989).

No camundongo adulto, existem evidéncias de que esta populagdo
"naturalmente"” ativada de linfdcitos participa de interagdes importantes na manu-
tengdo do equilibrio imunolégico (COUTINHO et alii, 1987).

A participagdo deste grupo de células na regulagdo da auto-imunidade ja foi
demonstrada (SUNDBLAD et alii, 1989), existindo também a possibilidade de esta-

rem relacionadas com a regulagdo da resposta imune & qualquer antigeno, seja ele
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de natureza autologa ou ndo.

Com relagdo a utilizagdo de familias de gene VH, foi estabelecido que esta
populagdo multirreativa de camundongos neonatos utiliza preferencialmente a fami-
lia 7183 (ZANETTI et alli, 1987; BOS et alli, 1989),e, no camundongo adulto
isento de germe, esta familia também ¢ preferencialmente utilizada por anticorpos
multirreativos (BOS et alli, 1989). Em humanos nenhuma correlagfio foi ainda esta-
belecida entre a utilizagdo das familias VH e a poliespecificidade dos clones, suge-
rindo que a poliespecificidade ndo esta ligada a um repertorio restrito (GUIDOU et
alli, 1991).

Um grupo de investigadores demonstrou que uma pequena propor¢do de
imunoglobulinas produzidas, resultante da administragdo do antigeno, ¢ antigeno
especifica, €, que muitos clones de linfocitos que ndo possuem relagdo direta com o
antigeno também sdo ativados (ROSEMBERG & CHILLER, 1979). Esta ativagfo
policlonal de células B ¢ caracteristica em infec¢Ges com varios antigenos isolados
(LPS e ernitrocitos de carneiro) (ROSEMBERG & CHILLER) ou agentes patogéni-
cos, como virus, bactérias e parasitas (STELLRECHT & VELLA, 1992; MINO-
PRIO et alii, 1986).

A ativagdo policlonal de células B tem sido um dos mecanismos propostos
que levaria & um aumento de produgdo de imunoglobulinas auto-reativas, e, estaria
conseqiientemente associada 4 indugdo de uma doenga auto-imune (DZIARSKI,
1988, STELLRECHT & VELLA, 1992).

Sabendo-se das caracteristicas de multirreatividade e conexidade das
imunoglobulinas naturais de camundongos neonatos (HOLMBERG et alli, 1984;
HOLMBERG et alii, 1986; ARAUJO et alli, 1987), e, considerando-se que a es-
timulagdo de camundongos com eritrécitos de carneiro promove uma ativagdo poli-

clonal, a proposta do presente trabalho foi a seguinte: verificar a capacidade de in-
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tervengdo destas imunoglobulinas "naturais”, quando previamente mnoculadas em
camundongos adultos:
1 - Na resposta imunolégica de camundongos adultos frente & eritrocitos de
carneiro:
a) através da determinagdo no ba¢o desses animais no nimero de células
produtoras de anticorpos sem especificidade definida.
b) através da medida do titulo de anticorpos séricos para eritrocitos de car-
neiro (hemaglutinagéo).

2 - Na resposta imunologica de camundongos adultos a alguns auto-antige-

nos: através da medida do titulo de anticorpos séricos para os antigenos co-
lageno, mielina, miosina ¢ TNP-BSA.
a) através da medida do titulo de anticorpos séricos para os antigenos acima

(ELISA).
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PROCEDIMENTO GERAL

Para utilizagdo no modelo animal, os anticorpos monoclonais "naturais" IgM
1.3.80 ¢ IgM 1.5.24 foram previamente purificados de fluido ascitico. Os métodos
utilizados foram os seguintes: cromatografia em coluna de Sephadex G-200 (IgM
1.3.80) e/ou precipitagdo direta da ascite com uma solugdo de acido bérico a 0,5%

(IgM 1.5.24).

A analise das fragoes purificadas contendo IgM foi feita por imunodifusio e

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS.

Ap6s purificarmos o anticorpo IgM 1.3.80 por precipitagdo com acido bori-
co 4 0,5% (o método mais eficiente), a preparagdo contendo este anticorpo foi ino-
culada por via endovenosa em camundongos BALB/¢ An adultos num intervalo de 2
dias com duas doses de 25 ng. Depois de 2 dias, estes mesmos camundongos foram
estimulados por via intraperitoneal com eritrocitos de carneiro. Passados 5 dias,
estes animais foram sangrados para obteng¢do do soro, e os bagos retirados para
determinagdo do numero de células secretoras de anticorpos através da técnica de
PFC-reverso.

Os soros dos animais foram utilizados para determinagio do titulo de anti-
corpos para eritrocitos de carneiro e para os auto-antigenos colageno, miosina, mie-

lina e TNP-BSA.
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MATERIAL E METODOS
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I - ANIMAIS

Camundongos BALB/c An fémeas de 8 a 12 semanas de idade, SPF (isento
de patégeno especifico), foram obtidos do Centro de Bioterismo da Unicamp
(CEMIB). Estes ammais foram mantidos no biotério do Departamento de

Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biologia da Unicamp.

II - ANTIGENOS
Para a pesquisa de auto-anticorpos, foram utilizados os seguintes antigenos:

laminina (CHARONIS et alli, 1985), TNP-BSA (LITTLE & EISEN, 1966), miosina

(OFFER et alii, 1973) e colageno tipo I (MILLER & RHODES, 1982), obtidos
segundo os métodos citados no Departamento de Microbiologia e Imunologia da
UNICAMP.

IIT - ANTI-SOROS

Os anti-soros anti-IgM e anti-Ig total de camundongo utilizados neste tra-
balho, foram obtidos através da imunizagdo de coelhos com IgM purificada, ou
fragdo globulinica de soro normal de camundongo, respectivamente, segundo es-
quema de imunizagédo proposto por BERNABE et alli, 1981.

Para a obtengdo de anti-soro anti-p, o anti-soro anti-IgM foi absorvido com
fragdo globulinica de soro normal de camundongo isenta de IgM em condigdes
padronizadas. Uma fragdo de 20 ml do soro anti-IgM foi misturada com 500 pg de
fragdo globulinica e deixado 4 370C durante 1 hora e em seguida colocado em
geladeira até o dia seguinte. A seguir, esta mistura foi centrifugada a 7000 rpm du-
rante 20 minutos, € o sobrenadante testado com a frag¢do globulinica, resultando num
soro monoespecifico. Os anti-soros anti-Ig total e anti-u resultantes foram mantidos

a -200C até o momento do uso.
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IV - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS

"NATURAIS"

1- PURIFICACAO DOS ANTICORPOS

Os anticorpos monoclonais IgM 1.3.80 e 1.5.24 foram obtidos a partir de
hibridomas derivados da fusdo de células de bago de camundongo BALB/c An de 6
dias de idade com células SP2/0, cedidos pelo Professor Anténio Coutinho do
Instituto Pasteur, Paris. Para obtengdo da ascite, 100 células de hibridomas foram
inoculadas na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c An adultos e, apos 5

dias, o liquido ascitico foi retirado para a obtengdo de anticorpos monoclonais, e sua

posterior purificagio.

Para a purificagdo destes anticorpos 2 métodos foram utilizados:

1.a - Cromatografia em coluna de Sephadex G-200

Depois da precipitagdo da ascite através da didlise contra tampdo fosfato de
potassio 0,005 M pH 5,8, o material foi centrifugado a 3000 rpm, e o precipitado
obtido diluido em PBS. Este material foi aplicado em coluna de Sephadex G-200
equilibrada com tampéo fosfato de potassio 0,05 M pH 8,0. A eluigdo foi feita com
tampao fosfato de potassio 0,05 M pH 8,0, contendo 1,7 M de NaCl de acordo com
BOUVET et alli, 1984. A dimensao da coluna utilizada foi de 37 x 2,5 cm de
didmetro, mantendo o fluxo de 10 gotas/minuto e o volume coletado por tubo de 2,0
ml. O monitoramento da densidade 6ptica do contetdo dos tubos foi feita através da

leitura em espectrofotometro 4 280 nm.

1.b - Precipitagdo com acido bérico
Um outro método utilizado para purificagdo foi através da precipitagdo

destes anticorpos com acido bdrico a 0,5% (PADANYI et alii, 1990).
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A precipitagdo foi feita a 40C através da adigdo de uma solugédo de acido
bérico 3 0,5% a ascite contendo os anticorpos monoclonais. Para cada 5 ml de
ascite foi adicionado 10 ml de acido boérico. A solugdo foi deixada 1 hora a 40C e a
seguir centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos. O precipitado obtido foi entdo
dissolvido em PBS e dialisado contra a mesma solugdo.

Os anticorpos purificados pelos dois métodos foram entdo analisados por
imunodifusdo, eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% contendo SDS e por

ensaio imunoenzimatico (ELISA).

V - IMUNODIFUSAO

As reag¢les de imunodifusdo foram realizadas segundo o método de
OUCHTERLONY, 1949, modificado por GARVEY et alii, 1977. Essas reagdes
foram feitas em ldminas de vidro 3 x 7,5 cm com agar a 1% em salina fisiologica.

Imune soros anti-p e anti-soro total de camundongo foram utilizados para
testar os anticorpos purificados (IgM 1.3.80 e IgM 1.5.24). Apos aplicagdo das
amostras no gel, as laminas foram incubadas em cdmara; imida durante 24 horas a
temperatura ambiente, lavadas em NaCl 0,15 M, secas e coradas por Comassie
Blue 4 0,5% em metanol:acido acético:agua destilada (45:10:45) durante 30 minu-
tos e descoradas através de 2 incubag¢des sucessivas de 15 minutos com uma solu-

¢do de metanol:acido acético:agua destilada (45:10:45).

VI - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRE-

SENCA DE SDS
A analise eletroforética for feita segundo TAKACS, 1979. As amostras

foram ajustadas para conter aproximadamente 20 pg de proteina em cada porgdo

do pente. As andlises foram realizadas em gel de separagdo a 10%.
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Como marcadores de peso molecular foram utilizados albumina bovina, 69
Kd, cadeia pesada de IgG, 50 Kd, ovalbumina, 45 Kd, anidrase carbénica, 29 Kd, e
inibidor de tripsina (soy bean tryp), 20 Kd. A coloragio do gel foi feita com solugdo
de Comassie Blue a 0,5% durante 1 hora. O gel foi em seguida descorado através de
varias incubagbes sucessivas de 15 minutos em solugdo descorante (a solugéo
corante ¢ descorante sdo as mesmas utilizadas na imunodifusdo. O gel foi seco

segundo método descrito por JUANG et alii, 1984.

VII - ELISA - Ensaio Imunoenzimatico

A reatividade padrdo dos anticorpos "naturais" purificados (IgM), bem como
a pesquisa de anticorpos auto-reativos nos soros de camundongos, foram ambas
determinadas pela técnica de ELISA conforme as condigdes descritas por ARAUJO
et alli, 1987.

Microplacas de 96 wells foram sensibilizadas com 100 pl de concentragdes
padronizadas dos seguintes reagentes: colageno (20 pg/ml), miosina (20 pg/ml),
mielina (20 pg/ml) e TNP-BSA (10 pg/ml), laminina (20 pg/ml). As placas foram
deixadas a 49C por uma noite, e depois lavadas e saturadas com gelatina 4 1%. A
seguir foram adicionados os anticorpos purificados ou o soro dos animais a serem
testados. Apos 2 horas, as placas foram lavadas, acrescentado-se entdo 100 ul de
anti-soros anti-Ig total e anti-pu de camundongo marcados com peroxidase. Passado
| hora, as placas foram lavadas e a reag¢do enzimatica revelada pela adi¢do do
substrato, incubando-se em local escuro por 20 minutos. As reagdes foram inter-
rompidas com HCI 3 M. A medida da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro 4

492 nim.
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VIII - IMUNIZACAO DOS ANIMAIS

Para os experimentos grupos de 5 animais foram imunizados segundo a ta-

bela descrita:

Tabela de imunizacao dos animais:

GRUPOS DIAS/ VIAS DE INOCULACAO DE ANIMAIS
0/ ENDOVENOSA 2/ ENDOVENOSA 4/ INTRAPERITONEAL
G1 0,2 ml de 0,2 ml de 0,5 ml de
salina o,15 M salina 0,15 M salina 0,15 M
G 2 25 ug de 25 pug de 0,5 ml de
IgM 1.3.80 IgM 1.3.80 salina 0.15 M
G 3 0,2 ml de 0,2 ml de 0,5 ml de EC
salina 0,15 M salina 0,15 M a 2,5%
G 4 25 ng de 25 png de 0,5 ml de EC
IgM 1.3.80 IgM 1.3.80 a 2,5%

O PFC-reverso foi realizado 5 dias apds a ltima inoculagao.

IX - DETERMINACAO DO NUMERO DE CELULAS PRODUTO-
RAS DE ANTICORPOS ATRAVES DA TECNICA DE PFC-RE-
VERSO

A determinagdo do nimero de células formadoras de placas, ou seja do
nimero de células secretoras de imunoglobulinas foi feita segundo BERNABE et

alii, 1981. Esse método permite a enumerag¢do de células secretoras de imunoglo-
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bulinas independente da especificidade antigénica dos anticorpos secretados (PFC-

reverso).

A - CONJUGACAO DAS HEMACIAS A PROTEINA-A DE

Staphylococcus aureus.

Hemacias de carneiro mantidas em Alsever, entre uma e trés semanas, fo-
ram lavadas 3 vezes em solugdo salina. Em presenga de 17 ml de cloreto de cromo
(0,05 M) diluido 1/200, 850 ul de papa de hemécias de carneiro foi misturada com

icual volume de proteina A (Sigma) na concentragdo de 0,5 mg/ml. Esta

preparagio foi incubada em banho Maria a 300C durante 1 hora. Ap0s este periodo
as hemacias foram novamente lavadas 3 vezes em solugdo salina e uma vez em

BSS. Para o PFC estas hemdcias foram diluidas 1/3 em BSS.

B - PREPARACAO DO GEL DE AGAR

Foi utilizado Bacto-Agar & 0,5% em meio BSS.

Apbs a dissolugdo completa em BSS (bacto-agar 4 0,5%) do agar a quente,
foi adicionada uma solucio de DEAE-Dextran, preparada numa concentragdo de 50
mg/ml em meio BSS (pH 7,2 com NaOH 0,1 N), numa concentragdo de 1,5 ml de
DEAE-Dextran/100 ml de agar.

O agar foi mantido em banho Maria a 469C até o uso.

C - ANTI-SOROS DE COELHO ANTI-IMUNOGLOBULINAS DE
CAMUNDONGO (ANTI Ig TOTAL E ANTI-n)
Os anti-soros anti-Ig total e anti-p utilizados na técnica de PFC foram pro-

duzidos conforme item III.
Os anti-soros foram diluidos em meio BSS nas concentragdes previamente
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padronizadas para a técnica de PFC.

D - COMPLEMENTO

Soro normal de cobaia foi obtido a partir da sangria de 20 animais. A
mistura dos soros foi entdo liofilizada e acondicionada a 200C para ser utilizada
como fonte de complemento. A titulagdo do complemento foi realizada em condi-
¢Oes convencionais para determinagdo do CH 50 (KABAT & MAYER, 1971).

Dilui¢do adequada foi padronizada para o ensaio do PFC.

E - OBTENCAO DAS CELULAS E PREPARO DAS PLACAS

O PFC foi realizado com células de bago de camundongos, pertencentes aos
grupos descritos na tabela de imunizagdo. Estas células foram obtidas & partir de
macera¢do com pinga, seguida da homogeneizagdo com pipeta Pasteur. Apos 5
minutos em repouso, a suspensdo celular foi coletada e as células lavadas 2 vezes
em BSS contendo glicose 1%. As células foram suspensas em 10 ml. A seguir,
foram feitas dilui¢des destas células variando de 1/100 4 1/500. Todo o procedi-
mento foi feito em banho de gelo.

Em pequenos tubos, mantidos no gelo, colocou-se 100 pul da suspensio de
células diluidas e adicionou-se na seqiiéncia:

1) 20 pl da suspensdo de hemacias conjugadas a proteina A diluida 1/3;

2) 20 pl do anti-soro (anti Ig-total ou anti-IgM);

3) 20 ul de complemento na diluigdo padronizada;

4) 250 pl do agar.

O conteido dos tubos foi homogeneizado em vortex e espalhado unifor-
memente em uma placa de Petri(10 x 100 mm).

As placas de Petri foram incubadas durante 5 horas em estufa a 370C, em

FU—C
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atmosfera tumida e a seguir feita a contagem manual das placas de hemolise.
Todos os ensaios foram feitos em duplicata.
Os controles foram realizados para o complemento, anti-soros e células

1soladamente.

X- OBTENCAO DOS SOROS DOS ANIMAIS
Antecedendo a retirada dos bagos, os animais foram sangrados através do
plexo braqueal e o sangue retirado com pipeta Pasteur. Os soros foram separados

por centrifugagdo a 1500 rpm durante 15 minutos e armazenados a -20°C até o

momento do uso.

XI- PESQUISA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA HEMA-

CIAS DE CARNEIRO

O titulo de anticorpos especificos para hemécia de carneiro foi determinado
através da técnica de hemaglutinagdo direta (BIOZZI et alii, 1979).

Os soros foram diluidos em série (razdo 2) com solugdo de PBS contendo
1% de gelatina, em placas de microtitulagdo, e as reagdes foram desencadeadas pela
adigdo de igual volume de suspensdo hemadcia de carneiro a 0,5%.

O resultado foi avaliado apds 2 horas a temperatura ambiente e, para con-
firmagéo, as placas foram deixadas até o dia seguinte 4 4°C-

Para determinagdo do titulo de anticorpos resistentes ao mercaptoetanol,
correspondente aqueles que ndo sofrem sulfidrélise pelo produto, os soros foram
pré-tratados com igual volume de mercaptoetanol 0,1 M, durante 30 minutos antes
da execugdo da reag¢do acima descrita.

Como controle negativo foi utilizado PBS contendo 1% de gelatina no

lugar do soro a ser testado, e, como controle positivo, um soro de camundongo
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imunizado com hemacia de carneiro com um titulo aglutinante de 1/2096.

XII- PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS
A presenga de auto-anticorpos no soro dos animais imunizados foi realizada
através da técnica de ELISA descrita no item VII, entretanto o passo de saturagfo

das placas néo foi utilizado para estes testes (MOHAMMAD & ESEN, 1989).

XIII- ANALISE DA SIGNIFICANCIA DOS RESULTADOS

Para o célculo da significincia dos resultados obtidos entre os grupos teste e

controle no PFC-reverso, foi empregado o teste estatistico ¢ de Students através do
programa OXSTAT II.

Nos ensaios de ELISA, as absorbancias expressam o resultado da soma das
densidades Opticas de cada dilui¢do do soro testada. Os resultados foram submeti-

dos a analise estatistica pelo teste ¢ de Students.
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RESULTADOS
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1 - PURIFICACAO E ANALISE DOS ANTICORPOS "NATURAIS".

Para a purificagdo dos anticorpos "naturais" (IgM 1.3.80 ¢ IgM 1.5.24), os
hibridomas secretores destas imunoglobulinas, até entfio congelados, foram colo-
cados em cultura para expansio e depois inoculados em camundongos Balb/c para
obten¢do do fluido ascitico correspondente.

As ascites contendo estes anticorpos foram submetidas a uma série de fra-
cionamento ¢ analise imunoquimica visando sua purificagdo e caracterizagdo para

sua utilizagdo no modelo animal.

1.1- Cromatografia em coluna de Sephadex G-200 a baixa for¢a i6nica

Para a purificagdo dos anticorpos monoclonais, um dos métodos utilizados
foi a cromatografia em coluna de Sephadex G-200 4 baixa forca idnica.

Amostras de 6,5 ml de ascite precipitados através de dialise a baixa forga
i6nica (0,005 M pH 5,8) contendo o anticorpo monoclonal IgM 1.3.80 numa con-
centragdo media de 2,1 mg/ml, eram aplicadas em coluna equilibrada com tampéao
fosfato de potassio 0,005 M pH 8,0. Como resultado de uma dessas cromatografias,
conforme mostra a figura 1, duas fragées eram obtidas como mostrado no perfil
cromatografico resultante.

Nas condigdes descritas, 0 sistema impede que as moléculas de IgM mo-
noclonais sejam eluidas na primeira frago apesar de seu alto peso molecular de 970
Kd. Devido as baixas concentragdes salinas, ocorre um aumento na viscosidade da
imunoglobulina, fazendo com que sua passagem pela coluna fique retardada, sendo
depois eluida com um tampdo contendo uma alta concentragdo salina, o que faz com
que as moléculas de IgM sejam eluidas na ultima fragdo ( F2, figura 1). O

rendimento resultante da cromatografia foi de 2 mg de IgM 1.3.80.
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FIGURA - 1 Cromatografia de ascite contendo a IgM monoclonal 1.3.80 em
coluna de Sephadex G-200, equilibrada com tampéo fosfato de sodio 0,005

M.
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1.2- Precipitagdo de IgM monoclonal com acido bérico 4 0,5%.

A fim de testar outro método de purificagdo de IgM, a ascite contendo IgM
1.5.24 ¢ foi submetida 4 precipitagdo com acido bérico 4 0,5% (1 ml de ascite: 20
ml de 4cido boérico).

O rendimento da IgM foi de 2,56 mg.

1.3- Analise do fluido ascitico antes da purificacdo

Para determinar a composi¢io da ascite contendo o anticorpo monoclonal
IgM 1.3.80, foi feita a respectiva analise eletroforética conforme ilustrado na figura

2 amostra n9 1, onde entre outras bandas se destacam a cadeia pesada da

imunoglobulina correspondente 4 banda de peso molecular de 70 Kd e a cadeia leve

de 24 Kd.

24 Kd

FIGURA 2- Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida da ascite con-
tendo a IgM monoclonal 1.3.80 antes do processo de purificagdo (n© 1). Ao
lado temos como referencial os marcadores de peso molecular albumina
bovina, 69 Kd; cadeia pesada de IgG, 50 Kd; ovalbumina, 45 Kd; anidrase
carbénica, 29 Kd e inibidor da tripsina, 20 Kd (n© 2),
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1.4- Analise da purifica¢io dos anticorpos monoclonais IgM 1.3.80 e IgM

1.5.24.

A fragdo 2 contendo a IgM 1.3.80 purificada por cromatografia em coluna
de Sephadex G-200 a fragdo IgM 1.5.24 purificada com acido bérico foram sub-
metidas a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS com o objetivo
de verificarmos o grau de pureza destas fragdes.

A figura 3 mostra que além das bandas correspondentes a cadeia pesada das
imunoglobulinas IgMs, com peso molecular de aproximadamente 70 Kd e cadeia
leve de aproximadamente de 24 Kd para IgM 1.3.80 ¢ 26 Kd para IgM 1.5.24,
varias bandas aparecem na analise da fragdo 2 obtida pela cromatografia (n® 1, 2, 6
e 7). A purificagdo da IgM 1.5.24 com acido borico levou a obten¢do de uma
amostra praticamente livre de contaminantes, pois, além das bandas cor-
respondentes a cadeia pesada (70 Kd) e cadeia leve (26 Kd), praticamente no en-
contramos contaminantes (n° 3, 5 e 8).

Estes resultados orientaram a opg¢do de obtengdo das imunoglobulinas uti-
lizadas no modelo animal (IgM 1.3 .80) por precipitagdo com acido borico, sendo

que uma amostra de ascite de 2 ml rendeu 2,35 mg de IgM 1.3.80.
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FIGURA -3 Analise eletroforética em gel de poliacrilamida contendo SDS
realizadacomF2 (n® 1,2, 6 e 7) e ascite precipitada com acido borico (n©
3, 5 e 8). A amostra n© 4 corresponde aos marcadores de peso molecular
albumina bovina, 69 Kd; cadeia pesada de IgG, 50 Kd; ovalbumina, 45 Kd,
anidrase carbdnica, 29 Kd e inibidor de tripsina, 20 Kd.
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1.5- Analise por imunodifus&o do anticorpos IgM 1.3.80 purificados.

A reatividade dos anticorpos monoclonais IgM 1.3.80 purificados por
cromatografia em coluna de Sephadex G-200 e precipitagdo com acido bérico, fo-
ram submetidos & imunodifusdo, para verificarmos as suas reatividades com soro
especifico para IgM (soro de coelho anti-u de camundongo) ¢ soro anti Ig total
(soro de coelho anti-Ig total de camundongo).

A figura 4 A mostra a reagdo da fragdo F2 com anti-Ig-total com titulo de
1/8. A linha de precipitagdo proveniente desta reagdo se deve a presenga de IgM,
confirmada com a reagdo com anti-pu (B), onde se observa um titulo de até 1/32. Em

C, a presenga da IgM na fragdo obtida por precipitagdo com acido borico resultou

num titulo de 1716 com soro anti-u.
Este resultado confirma a presenga da IgM em ambas as fra¢des testadas.
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FIGURA - 4 Andlise por imunodifusdo da fragdo 2 obtida por cromatografia
em coluna de Sephadex G-200 (F 2) e da fragdo obtida por precipita¢do com
acido borico. A = reagdo de F2 com anti-Ig total; B = rea¢do de F2 com
anti-u e C = reagdo da fragdo obtida por precipitagdo com acido borico
(IgM) com anti-p.
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1.6- Analise da reatividade dos anticorpos naturais.

Foi avaliada a reatividade dos anticorpos IgM 1.5.24 e IgM 1.3.80 com os
antigenos colageno, miosina, mielina e "TNP-BSA através da técnica de ELISA.

A reatividade destes anticorpos para uma série de antigenos ja havia sido
mostrada anteriormente (HOLMBERG, 1987). A tabela 1 mostra que estes anti-
corpos mantiveram suas reatividades depois de purificados conforme indicagéo da

literatura.

Tabela 1- Analise das IgMs purificadas por precipitagdo com acido boérico a

0,5%, através da técnica de ELISA.

ANTICORPOS ANTIGENOS
colageno miosina mielina TNP-BSA
IgM 1.3.80 - + + +

IgM 1.5.24 - - + +
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2- DETERMINACAO DO PFC-REVERSO NOS BACOS DE ANI-
MAIS TRATADOS COMI ANTICORPOS "NATURAIS" IgM 1.3.80

Com o objetivo de verificaramos que influéncia os anticorpos "naturais" IgM
teriam sobre a atividade do sistema imunolégico de camundongos normais ou es-
timulados com eritrocitos de camneir o, a técnica do PFC-reverso foi empregada para
se determinar o nimero total de c&1lulas secretoras, independente da especificidade
dos anticorpos produzidos.

Como demonstrado nas figuras 5 e 6, o bago dos animais que receberam
eritrocitos de carneiro e foram tratados com anticorpos "naturais" IgM, apresenta-
ram um aumento do nimero de c&lulas secretoras de anticorpos totais ¢ uma di-
minuigdo do numero de células secretoras de IgM, quando comparados com bago de
animais que receberam somente eritrocitos de cameiro (figuras 5 e 6). Entretanto,
quando estes animais foram tratados somente com anticorpos "naturais", ndo houve
diferengas quanto ao nimero de c&lulas secretoras de imunoglobulinas totais, nem

quanto a secretoras do isétopo IgM em relagdo aos controles (figuras 5 ¢ 6).
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3 - TITULO DE ANTICORPOS SERICOS ESPECIFICOS PARA
ERITROCITOS DE CARNEIRO DE ANIMAIS TRATADOS OU
NAO COM ANTICORPOS "NATURAIS" IgM 1.3.80

A produgdo de anticorpos especificos para eritrocitos de carneiro foi de-
terminada em animais tratados ou ndo com anticorpos "naturais” e estimulados com
eritrocitos de carneiro, através da técnica de hemaglutinagdo direta, com o objetivo
de analisarmos se as alteragdes também se evidenciariam 4 nivel de anticorpos
especificos para hemacia de cameiro .

A figura 7 mostra que ndo houve diferenga significativa quanto ao titulo de
anticorpos para eritrocitos de carneiro em animais tratados ou nfo com IgM 1.3.80.

Foi também demonstrado que os anticorpos para eritrocitos de carneiro sido
praticamente do isétopo IgM, uma vez que o tratamento dos soros com 2-

mercaptoetanol reduziu o titulo para 1/2 em todos os soros dos animais testados

(figura 7).
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4- PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS

A pesquisa de anticorpos reativos com miosina, colageno, TNP-BSA e
laminina foi realizada utilizando a técnica de ELISA (MOHAMMAD & ESEN,
1989).

Os resultados estdo representados nas figuras 8,9, 10 e 11 a diferentes auto-
antigenos utilizados neste estudo.

Os amimais estimulados com eritrocitos de carneiro e tratados com anti-
corpos "naturais” aumentaram significativamente a produgio de anticorpos para co-
lageno com relagdo ao grupo controle (figura 9).

Para laminina, os animais tratados somente com IgM "natural” expressaram
aumento no respectivo titulo de anticorpos, embora pouco significativo (figura 11).

Com relagdo ao titulo de anticorpos para TNP-BSA e miosina, as figuras 8 e
10 mostram que animais estimulados com eritrocitos de carneiro aumentaram a
produgdo de anticorpos para estes antigenos quando comparados com os animais

que receberam salina.
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Um grande numero de informagdes a nivel celular e molecular, com desta-
que ao conhecimento de receptores de linfocitos e o processo de diversidade dos
anticorpos (TONEGAWA, 1983), vem demonstrar quanto ¢ complexo o sistema
imunologico.

Evidéncias que a maioria dos linfocitos B emergem da medula dssea e sdo
células de vida curta (FREITAS et alii, 1986) e, que a sobrevivéncia destas células
depende do estabelecimento de ligagdes com outras células do microambiente ja
existente (MELCHER & ANDERSON, 1986), demonstram uma atividade autono-
ma do sistema.

Estudos do sistema imune de camundongos adultos isentos de germe, mos-
traram um alto indice de atividade determinada pelo ambiente interno, onde aproxi-
madamente 20% das células se encontram ativadas (células naturalmente ativadas)
(PEREIRA et alii, 1986).

Hibridomas foram obtidos através da fusdo destas células "naturalmente"
ativadas com células SP2/0. Dados da literatura demonstraram que, anticorpos pro-
duzidos por este repertorio de linfécitos "naturalmente” ativados, possuem um alto
grau de conexidade idiotipica (COUTINHO et alii, 1987), podendo interagir com
células T e anticorpos por complementariedade idiotipica (LYMBERI et alii, 1985).
A participag@o destes anticorpos no estabelecimento de conexdes, sugere sua
participagdo numa rede de interagOes, que segundo Jerne, 1974, tem um papel
fundamental na regulagdo e manutengao do equilibrio do sistema imune.

Uma amostra representativa desta populagdo "naturalmente” ativada de ca-
mundongos neonatos isentos de germe também foi obtida através da produgdo de
hibridomas proveniente da fusdo de células de bago destes animais e células SP2/0

(HOLMBERG et alii, 1984).
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Testes de reatividade dos anticorpos produzidos por estes hibridomas mos-
traram que metade dos anticorpos monoclonais produzidos reagiam em grande pro-
por¢do com outros do mesmo grupo (HOLMBERG et alii, 1984), além de terem
demonstrado um alto grau de conexidade idiotipica, reagindo com anticorpos anti-
idiotipos e linfocito T (HOLMBERG et alii, 1986; ARAUJO et alii, 1987). Estes
estudos sugerem que o sistema imune se inicia com interagdes entre seus proprios
elementos, gerando uma dindmica interna, cuja importancia funcional tém sido de-
monstrada por varios experimentos (VAKIL & KEARNEY, 1986; VAKIL et alii,
1986; SUNDBLAD et alii, 1989). Foi também demonstrado recentemente que anti-
corpos "naturais" IgG de camundongos normais sdo também reativos com antigenos
proprios, incluindo moléculas que tem papel fundamental na resposta imunologica,
como proteinas do MHC classe 1 e II e antigenos de membrana de célula T
(BERNEMAN et alii, 1992).

Este grupo de células "naturalmente" ativadas com as caracteristicas de alta
conexidade no animal adulto corresponde a aproximadamente 10% do total de lin-
focitos do bago, possivelmente, uma fragdo bem menor que o camundongo neonato
(HOLMBERG et alii, 1986). Entretanto, uma grande propor¢do destes anticorpos
multireativos sdo preservados no camundongo adulto isento de germe (BOS et alii,
1989).

A existéncia destas conexdes entre este grupo de células "naturalmente" ati-
vadas, e, a consequéncia funcional destas intera¢bes foi também demonstrada "in
vivo" através da regulacdo de seus idiotipos complementares quando inoculados em
concentragdes fisioldgicas (LUNDVIST et alii, 1989).

Com base nas caracteristicas desta populagdo de células "naturalmente" ati-
vadas (conexidade e multirreatividade), que sugere a participa¢do destas na rede de

interagdes idiotipicas (JERNE, 1974), o presente estudo foi direcionado para verifi-
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camos se a transferéncia de anticorpos provenientes deste repertorio de células
naturalmente ativadas de camundongos neonatos para o animal adulto,
acarretaria em alteragdes no seu comportamento imunologico.

Para verificarmos tais alteragdes, a nivel de estimulagdo com antigenos
de natureza heterdloga, eritrocitos de carneiro foram inoculados em animais
depois de tratados com as imunoglobulinas naturais.

Pudemos demonstrar, através da técnica de PFC reverso, que, quando
os animais ndo sofreram nenhum estimulo antigénico, a dose de imunoglobu-
linas naturais utilizada ndo foi capaz de alterar o nimero de células produto-
ras de anticorpos dos animais. Entretanto, quando houve um estimulo
(eritrécitos de carneiro), alteragdes puderam ser evidenciadas, havendo uma
diminui¢cdo quanto ao nimero de cé¢lulas produtoras de anticorpos totais e um
aumento de células produtoras de imunoglobulinas da classe IgM (figuras 5 e
6), sugerindo que o papel modulador dos anticorpos inoculados foi detectado
somente quando o sistema sofreu um desequilibrio causado pela inoculagdo de
eritrécitos de carneiro.

Também foi avaliado se o tratamento com os anticorpos naturais in-
fluenciaria a produgdo de anticorpos especificos para eritrocitos de carneiro,
embora estas duas medidas ndo fossem perfeitamente comparaveis, pois o
PFC-reverso enumera celulas produtoras de anticorpos e a hemaglutinagao
direta mede o titulo de anticorpos especificos para eritrécitos de carneiro. Os
titulos de anticorpos aglutinantes dos soros para eritrocitos de carneiro prati-
camente ndo foram modificados com o tratamento, sugerindo que a transfe-
réncia de anticorpos "naturais" alterou a produgdo de anticorpos que ndo di-
zem respeito ao antigeno inoculado, sem entretanto alterar a producdo de

anticorpos especificos (figura 7).
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Experiéncias anteriores revelaram que anticorpos monoclonais da classe
IgM aumentam a produgdo de anticorpos da mesma especificidade (FORNI et alii,
1980).

E possivel inferir com nossos resultados que o tratamento dos animais com
anticorpos "naturais" de camundongos neonatos foi capaz de modular a produgdo de
anticorpos induzida por eritrécitos de carneiro, independente da especificidade.
Assim sendo, teriamos uma resposta modulada por componentes do proprio sistema
imunolédgico, sugerindo que o sisterma imune € auténomo e, que a interagdo entre
seus proprios elementos ¢ o que define a resposta imune induzida por qualquer
antigeno.

Esta modulagdo seria uma consequéncia do estabelecimento de conexdes
que a imunoglobulina inoculada passou a estabelecer com o sistema imune , e, que
destas relagdes resultou a atividade linfocitaria, medida através da expressdo do
numero de células secretoras de imunoglobulinas independente da especificidade.

A figura a seguir, proposta por VAZ & VARELA, 1978, ilustra esta con-
cep¢do de que a resposta para um determinado antigeno € o resultado de interrela-
¢Oes existentes entre componentes do proprio sistema.

Na ativagdo policlonal de linfécitos B, induzida em processos infecciosos
com parasitas, uma grande parte do total de imunoglobulinas sintetizadas durante a
infecgdo, reage com antigenos ndo relacionados ao hospedeiro (JARRET &
FERGUSON, 1974; CURTAIN & KIDSON, 1964; ORTIZ-ORTIZ et alii, 1980).

Os nossos dados reproduzerm uma estimulagdo por eritrocitos de carneiro
onde ha evidéncia de uma ativagdo policlonal induzida pelo antigeno. De fato, o
tratamento dos animais com anticorpos "naturais” alterou a produ¢do de anticorpos

independente da especificidade (figura 5 e 6), sem entretanto
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RESPOSTA ESPECIFICA

Figura 12- Representagdo pictorica da resposta imune como sendo resultado
de interagdes idiotipicas entre seus elementos (VAZ & VARELA, 1978).

alterar significativamente o titulo de anticorpos especificos para eritrcitos de car-
neiro (figura 7). Foi demonstrado que o estimulo antigénico induziu também a pro-
dugdo de anticorpos que ndo dizem respeito ao antigeno, o que caracteriza a ativa-
¢do policlonal.

A ativagdo policlonal ¢ um fendmeno associado ndo so a infecgdes parasi-

tarias, mas também a outros agentes infecciosos (STELLRECHT & VELLA, 1992)
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e tem sido um dos mecanismos propostos que levaria a indu¢do de um estado pato-
légico de auto-imunidade (DZIARSK, 1988).

A presenga de auto-anticorpos no soro de pacientes que desenvolvem a
forma cardiaca da Doenga de Chagas tem sido associada com o desenvolvimento de
doenga auto-imune (SZARFMAN et alii, 1982). A ativagfio policlonal induzida por
este parasita (MINOPRIO et alii, 1986) associada a demonstragdes da presenca de
células T auto anti-idiotipicas em pacientes com a forma chagasica da doenga
(GAZZINELLI et alii, 1988), nos leva a pensar que num desequilibrio do sistema
imune causado pelo parasita. Haveriam alteragdes & nivel de interagdes idiotipicas
que poderiam ocasionar o desenvolvimento de doenga auto imune.

A manutengdo da homeostase através de interagdes idiotipicas conforme a
visdo da teoria de Jerne, 1974, tem sido corroborada com algumas evidéncias, nota-
damente na  utilizagdo de anticorpos no controle de doengas auto-imunes
(NORDLING et alii, 1991; FRICKE et alii, 1991; ROUBATY et alii, 1990). Neste
contexto, o estado patolégico de doenga auto imune deve estar associado a um
desequilibrio desta rede de interagoes.

Verificamos também, no presente trabalho, que a ativagdo policlonal induzi-
da por eritrocitos de carneiro promoveu alteragdes a nivel de auto anticorpos. Den-
tre os antigenos testados (TNP-BSA, colageno, laminina e miosina), foi demons-
trado um aumento no titulo de anticorpos anti-TNP (figura 8) e anti-miosina (figura
10) em animais estimulados com o antigeno, sugerindo que a ativagdo policlonal
induzida por eritrdcitos de carneiro foi capaz de induzir a um desequilibrio no com-
partimento interno dos animais.

O tratamento de individuos portadores de doenga auto-imune através da uti-
lizagdo de imunoglobulinas do soro de individuos normais da classe IgG, resultando

numa redugdo do titulo de auto-anticorpos, e o fato que estas preparagdes de
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imunoglobulinas contém anti-idiotipos contra uma variedade de auto-anticorpos
associados com doenga auto-imune , sugere que o efeito da utilizagdo destas
imunoglobulinas de individuos normais provavelmente interferem com a fungio
regulatdria da rede idiotipica na resposta auto-imune (ROSSI et alii, 1989). Além de
interagdes com auto-anticorpos do soro de individuos portadores de doenga auto
imune, interagdes idiotipicas entre estas imunoglobulinas preparadas do soro de
individuos normais e anticorpos "naturais”" IgM de individuovs normais foram de-
monstradas, sugerindo que imunoglobulinas do isétopo IgG pertencentes ao reper-
torio normal de células B provavelmente participam da rede idiotipica juntamente
com anticorpos "naturais" multirreativos IgM (ROSSI et alii, 1990).

E importante lembrar que estas interagdes idiotipicas ocorrem também a ni-
vel de células T, através de seus TCR, que também expressam idiotipos
(COUTINHO & FORNI, 1985).

A influéncia de anticorpos na atividade imunoldgica foi também demons-
trada através da inibigdo da ligagdo de auto-anticorpos a seus antigenos através da
ligagdo de IgM do soro deste mesmo individuo a fragdo F(ab')y destes anticorpos,
sendo estes resultados compativeis com a existéncia de uma rede de conexdes atra-
vés de interagOes idiotipicas (ADIB et alli, 1990).

A consequéncia da transferéncia de imunoglobulinas "naturais" de camun-
dongos neonatos na atividade imunolodgica, foi também verificada a nivel de auto-
anticorpos contra antigenos proprios e os resultados demonstraram um aumento
significante na produgdo de anticorpos anti-colageno em animais estimulados com
eritrocitos de carneiro e tratados com anticorpos "naturais”" com relagdo aos animais
que receberam somente eritrocitos de carneiro. Para o antigeno laminina, a figura 11
sugere um pequeno aumento na produgdo de anticorpos para este antigeno em

animais tratados com IgM 1.3.80 em relagdo ao grupo controle que recebeu salina.
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Estes resultados sugerem uma relagdo entre anticorpos "naturais" e auto-
imunidade, o que corroborada com outros trabalhos, onde altera¢gdes nas concentra-
¢Oes de anticorpos "naturais” acarretam alteragdes na concentragdo também de auto-
anticorpos (VAKIL & KEARNEY, 1986; VAKIL et alli, 1986).

E notdrio no trabalho realizado a limitagio do painel de antigenos utilizados,
tanto com relagdo a auto-antigenos, quanto a utilizagdo de antigenos heterdlogos.
Entretanto ja nos permite o levantaimento de questdes com relagdo a influéncia de
anticorpos "'naturais" na atividade imunologica, nosso questionamento podera ser
continuado utilizando-se um maior numero de auto-antigenos, como também estu-
dando-se a transferéncia de células ""naturalmente” ativadas de camundongos neona-
tos para o camundongo adulto, o que representaria de forma mais ampla este reper-

torio natural.
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No presente trabalho podemos concluir que:

1 - A transferéncia de anticorpos monoclonais provenientes de células "na-
turalmente" ativadas de camundongos neonatos foi capaz de alterar o niimero de
células secretoras de imunoglobulinas (IgM e Ig totais) do bago de animais que so-
freram um estimulo com eritrocitos de carneiro. Estes resultados sugerem que os
anticorpos 'naturais" devem interagir de alguma forma com o sistema, e que estas
intera¢des determinaram as alteragdes em diferentes clones linfocitarias.

2 - O fato de que anticorpos de animais neonatos alterarem atividades lin-
focitarias no animal adulto, infere uma autonomia do sistema imune.

3 - Devido os anticorpos "naturais" terem alterado o nimero de células se-
cretoras de anticorpos independente da especificidade, sem entretanto alterar a
produgdo de anticorpos especificos para eritrocitos de carneiro, sugere que estes
anticorpos naturais utilizados influenciaram clones de células que nio dizem res-
peito ao antigeno.

4 - A influéncia de anticorpos "naturais" na resposta auto-imune pdde ser
demonstrada com relagdo ao antigeno coldgeno, onde houve um aumento no titulo
de anticorpos para este antigeno em animais tratados com IgM 1.3.80 e estimulados
com eritrocitos de carneiro.

5 - A ativagdo policlonal induzida por eritrocitos de carneiro aumentou o
titulo de anticorpos para os antigenos TNP-BSA e miosina, o que corrobora com

outros trabalhos onde a ativagdo policlonal aumenta a produgdo de auto-anticorpos.
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