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INTRODUCEO

Vérios estudos t8m sido feitos com a finalidade de
classificar og diferentes anticorpos quanto 4 sua estrutu
ra, propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas e;nunsag

tido de se estudar o mecanismo de produgdo é'fegulagﬁo.

Com relagdo ao anticorpo reaginico (IgB),J em 1921,
PRAUSNITZ & kSTNER descreveram, pela primeira vez a exig
t8nciz de um anticorpo no soro de um deleg (Kustner, gque
era alérgico a peixe cozido), capaz ée sensibilizar pas-
givamente a pele de outro que nBo era alérgico a0  wesmo
alimento. Duas propriedades permitiram, desde logo, difg
renciar o novo anticorpo dos até entfo conhecidos: & sua
termolabilidade e a capacidade de persistir por um longo
tempo na pele homéloga apés sensibilizag#o passiva. Contu
do, a caracterizag®o desbe anticorpo s6 foi possiwel bem
mais tarde, gragas aos trabalhos de ISHIZAKA & ISHI ZAKA
(1967), nos quais eles demonstraram que O anticorpo rea-
ginico do homem pertencia a uma nova clagse de imunoglobu
1ina, apresentando propriedades fisicas, quimicas e biolé
gicas diferentes das imunoglobulinas j4 conhecidas, e que

foi denominada de IgE.

Evidéncias indicandc a existdnecia de um anticorpo
semelhante em oubras egpécies acumularam—se rapidamente ¢
no rato (MOTA, 1963), mno coelho ( ZVAIFLER & BECKER,1966),
no oo (ROCHEY & SCHWARTZMAN, 1967), no macaco (ISHIZAKA
& col;, 1969 e WEISZER & col., 1968), no carneiro (HOGGAT
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SCOTH, 1969), no camundongo (MOTA & PEIXOTO, 1966), e no co
beio (CATTY, 1969; MOTA & PERINI, 1970).

Pars a caracterizacfio da IgE no homem foi muito im-
portante o trabalho de JOHANSSON & BENNICH (1967). Estes Au
tores descreveram em pacientes um mieloma atipico, gque foi
mals taide caracterizado por BENNICH e colaboradores{1969)
como sendo da classe IgE, possibilitando, ent8o, a de-
terminagdo da estrutura quimica bdsica desta imunoglobuli-
na e ume andlise mais segura de auas propriedades fi-

sico—quimicas e biolégicas.

Na maioria das egpécies estudadas, © anticorpo reagi
nico foi caracterizado também como uma nova classe de imung
globulina, semelhante 3 IgE humana: no coelho por ISHI ZAKA
& col. (1970), no rato por STECHSCEUITE & col. (1970), no
camundongo por PROUVOST-DANCHN (1972) e no cobaio por MARGNI
& HASOS (1973). Anticorpos produzidos contra esses anticor
pos apresentam reagéo cruzada com o IgE humanc, mostrandce a
oxisténeia de similaridades antiglnicas entre eles (ISHIZA

KA & col., 1969; KANEYREZI & col., 1971).

Por um mecanismo que se desconhece ainda, 08 enticor
pos reaginicos s#o facilmente induzidos por infestacio
com parasitas, cwmo demonstrado em ratos (0GILVIE,1964),
om macacos (WEISZER & col., 1968), em coelhos ( SCHOENBE -
CKIER & SADUN, 1968), e em camundongos (MOTA & col.,
1969). Niveis elevados destes anticorpos foram também
observados em pacientes portadores de infestagBo por AsCa-—

~is e Schisbtosoma (SMITHERS, 1967).




Formagao do anticorpo IgE do camundongo

4 produgaoc de um anticorpo semelhante ac IgE humano
foi obtida no camundongo por MOTA & PEIXOTO (1966), gque usa-
ram, para imunizagdo, ovalbumina como antigeno e uma suspen-—

sac de Bordetella pertussig como adjuvante. Este anticorpo

era'ﬁermolébil, capaz de se fixar na pele por um longo perig
do e tinha uma existéncia transitdéria no soro, aparecendo du
rante os primeiros dias posteriores a i@unizagao e desapare-—
cendo cerca de um més apds a imunizacio. Estas caracteristi
cas o diferenciavam bem do anticorpo IgGlfdo camundongoe deg—
crito anteriormente por NUSSENZWEIG & col, (1964), que tam-
bém possui atividade homocitotrdpica. Recentemente, PROU—
VOST-DANNON (1972) conseguiu caracterizar este anticorpo co-

mo pertencente a classe IgBa

Influéneia da dose de antigeno

A producdo do anticorpe IgE obtida pelos esguemas
usuais de lmunizacao artificial, usando doses elevadas  de
ant{geno resulta em nivel baixo e transitério deste anticor-
po no sorc (MOTA, 1967). Isto contrasta com os niveis rela~
tivamente elevados e pgrsistentes do anticorpo IgE obsexrvado

. L .
em pacientes alergicos,

IEVINE & VAZ (1970), trabvalhando com diferentes 1i-
nhagens de camundongos isogénicos e usando baixas  do-
geg de antigeno protéico adsorvido em gel de hidroxido de
alunfnio, conseguiram obter, em determinadas linhagens, uma
produgio de IgE de nivel e curso semelhantes ao desfe  an-

ticorpo em pacientes alérgicos., Doses extremamente peque--
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nas e administradas a i1ntervwalos de quatro gemanas, re-
sultavam em uma produgHo persistente do anticorpo reagini—

CcO.

Posteriormente, VAZ & col. (1971) obtiveram uma
formag8o persistente de anticorpo reaginico detectdvel por
vérios meses, inocculando uma uUnica dose de 0,1 pg de oval-
bumina mais gel de AL(OH); em camundongos Swiss 55. Os Au
tores tenbtaram esta mesma tdécnica em coelhos e cobaics,mas
s6 conseguiram produgHo persistente apls doses secundarias

do antigeno com adjuvante.

Controle gendtico do anticorpo. Ighk em camundongos

0 estudo da resposta imunolégica em vérias linhagens
isogtnicas de camundengos, com difierentes proteinas e hapte
nos conjugados a proteinas, mostrou diferencas gsignifican-
tes na produgdo de IgGl e Igh, dependendo da linhagem uti-

lizada (LEVINE & VAZ, 1870),

VAZ & col. (1971 a), usando ovalbumina e ovomucdide
encontraram linhagens que eram boag produtoras de anticor-
pos para um dado antigeno e més para outro antigeno, e vi—-
ce-versa., Quando os animais foram agrupados em bons & maus
produtores em relagdo a um dos antigenos, estes Autores ob-
servaram gue havia uma associac#o entre os alelos de histo-
compatibilidade do animal e a sua capacidade em responder
bem ou mal & um determinado antigeno, demonstrando assin
um controle genébtico ma sintese do anticorpo reaginico(Igl.
o qual estd ligado ao locus autosstmico H-2 presente pelo

menos no par cromossdmico IX.



Mecanismo de regulaciic de nrodueo (28 enticerpos

0 controle genéticc da »roducZo de anticorpos & find
to por um sistema poliglnico cus regula a expressBo dests
cardter quantitetive (BIOZZI & col., 1971). Existem traba
lhos tentando demonstrar un micenismo que reguls a fase pro
dutiva da sintese de immogleobulinas através de um sig- -

tema de retroacfo exercido pelo prdépric anticorpo, ou por

tolerfncia, utilizando baixas ou altas doses do  antigeno

h8o agregado.

Mecanismo de retroacio

Theobald Smith, jé em 1909, enfatizara o papel do
excegso de anticorpo na diminuicHo da resposta imune. Todsa
via, somenté apds os estudos feitos sobre supress8o dos
anticorpos 195 e 78, fri possivel chegar & conclusfio de
que os seguintes fatores of> importantes para este fendme-
no: a natureza do antigenc utilizado na producgHo degtes
anticorpos (UHR & BAUMAN, 1961 a), o anticorpo wutiliszado
na supressfio, isto &, de baixa ou alta afinidade (EISEN
& SISKIND, 1964), bem como a dose e o periodo da adminis-
tracBo do antigeno (FINKELSTEIN & UHR, 1964).

UHR & BAUMAN (1961 a), administrando anticorpo pas-
sivamente, sugerirem um mecanismo de retroagHo. Estes mes-
mos Autores (1961 b) foram os primeiros a verificar que
a resposta secunddria era mais dificil de ser suprimida .
Pogteriormente, FINKELSTEIN & UHR (1964) demonstraram que
o anticorpo 78 & mais eficaz que o 193 para inibir

producfio do anticorpo 75 em znimais inoculados pelo bac-
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teridéfago X174. Ao mesmo tempo, EISEN & SISKIND (1964)
e WALKER & SISKIND (1968), demonstraram que a  afinida-
de dos anticorpos aumenta durante a lmuniza¢fo, levantan-—
do a hipétese de eoxisténeia de células com receptores de

alta ¢ bhaixa afinidade.

Com relacBo & supressfio do anticorpo Igh em coe-—
lhos, STRANNEGARD & BELIN (1970) evidenciaram a existén
cia de um mecanismo de retroacgi#o pelos anticorpos 7S, que
também foi demonstrado em ratog, por TADA & OKUMURA(1971)

e em camundongos, por ISHIZAKA & OKUDAIRA (1972).

Com relacBo ao mecanismo de tolerfincia

Para a inducBo de tolerfncia também ¢é necessdrio
levar em consideracfo a idade do animal, a natureza e o
estado do antigeno (DRESSER, 1962), a via de inoculagto
(BATTISTO & MILLER, 1962) e a dose do antigeno (MITCHI ~
SON, 1964; 1968).

MITCHISON (1964), MNOSSAL & AUSTIN (1966) demons-——
traram que um estado de tolerfncia e immidade pode coexis
tir, principalmente guando induzido por bhaixa dose. Ao
mesmo tempo, EISEN & SISKIND (1964), THELIS & SISKIND
(1968) demonstraram que os linfécitos envolvidos na pro-
dugso dos anticorpos de alta afinidade se tornam mais fa-
cilmente tolerantes, baseando-se para isto nos estudos da
afinidade dos anticorpos produzidos em coelhos parci-—

almente tolewantes.

WEKSLER & col. (1973}, estudandc o controle da
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sintese de anticorpos em camundongo adulto, administrando
ume Grhca dose tolerog8nica, seguida de uma dose Imuni
zante, viram que a balxa produgfo de anticorpos dependia
da dose indutora de tolerfincia e do intlervalo entre egta
e a dose imunizante. Ainda neste trabalho eles estudaram

o afinidade dos anticorpos formados apds este tratamento.

Pazendo uma andlise dos trabalhos que estudarama
producio do anticorpo reaginico, foi werificado gque guan-
do eram usadas altas doses de antigeno, a produgfo de Igk
ora transitéria e de baixo titulo, enguanto que o Igh, a-
presentava titulo alto e, apés uma segunda dose de antige

no, sé se obtinha resposta secunddria para IgGq.

Com base nestas observactes, foi possivel estudar
diversos aspectos da produgto do Igk, dando margem & serem
formuladas vérias quest®es: Por que doses elevadas de an-
tigeno resultam em titulos baixos e transitérios de IgE en
quanto o IgGq alcancga titulos elevados? Qual & razio da
suséncia de producdo de Igh nestas condigBes apdés o esti-
mulb secunddric, quando nas mesnas condigdes ocorre uma
producgio elevada de IgG;? For que doses haixas de antige-
no resultam em titulos elevados e persistentes de IgB e

IgG,, mesmo apbs subseglientes estimulos antigénicos?

A abordagem a estas questdBes poderia ser através

de ostudos dos mecanismos de retroagHo e de tolerfincia.

Tormulamos & hipdtese de um mecanismo de tolerin—
cia classe-especifico, no qual as células envolvidas na

produc8o de IgE se tornariam mais flacilmente tolerantes
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que as envolvidas na produgBo de IgG,, ¢/ou um meca-
nismo de retroagdo através do anticorpo IgGy, que es-

taris suprimindo g produglo de anticorpo Igh.

Hipétese de tolerfncia clagse-especifica - Esta

hipétese foi abordada imunizando camundongos com anti

genos n#o agregados, 0s quals 1induzem toleréncia

(DRESSER, 1962).

Hipbtese de retroacfo por 1851 -~ Esta hipdtese

foi abordada imunizendo camundongos 1sogénicos inocula-
dos posteriormente com soros hiperimunes comprovadamen-
te ricos em IgG:L e, em segulda, titulados os anticors

pos IgGl g JIgE em seus sSO0ros.,



MATERIAL, E METODOS

Animaig

Camundongos fiémeas, da linhagem isogénica DBA/1J
e congdnicos B10.D2 e BIO.BR, pesande = 22 g, foram

utilizados para Iimunizag8o.

Como animais receptores para o feste de anafila-
xia passiva cutfnea foram utilizados camundongos fémeas

SWe s ("outbred") e camundongos AKR/J (isogénicos).

Tstes animais foram fornecidos pelo Laboratdrio &
Imunologia do Instituto Bicmédico da Universidade Federal
Fluminense e do Centro de Pesquisas e Formag8o em Imuno

logia da OMS/0PS situado no Ingtituto Butantan.

Substancias usadas

Antigenog

Ovalbumina (de galinha) cristalizada cinco ve—
zes (Ova, Pentex Inc., Kankakee, I11l.) foi utiligzada nas
formas: soltdvel adsorvida em gel de hidréxido de aluminio
e nfo agregada (centrifugada a 30.000 g2/30 min) (DRESSER,

1962).

Adjuvantes

- Adjuvante completo de Freund, preparado pela

Difco (Detroit, Mich).
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—~ Gel de Hidréxido de Aluminio - Al(OH)3 - prepa-

rado como descrito por LEVINE & VAZ (1970): so-
\j;¥ fj luciio de sulfato de aluminio 2N foi misturada
com igual volume de uma solucgHo de NaOH 2N aué
gelificac8o e o gel assim obtido foi lavado dez
§ . vezes em dgua destilada e ressuspenso em salina
(FaCl 0,15 M) e 0,01 M tris e o pH ajustado
para 7,5 com NaOH 1 M. Uma solug8o estoguecon

tendo 100 mg/ml foi preparada e mentlda & tem

peratura ambiente.

Azul de FEvans - E. Merck A.G., Darmstadt ;Alemanha.

Esquema de imunizaclo

Para = producio de antisoro contendo Igh, o es—
quema bdsico de imunizag@o fol o de injetar o antigeno ad-
sorvido em hidréxido de aluminio por via intraperitoneal
wtilizando-se 1 pg ou 0,1 pug de Ovalbumina em 1 mg de
Al(OH)3, ou 10 pg de Ovalbumina em 5 mg de Al(OH)3 (LEVL
NE & VAZ, 1970). Os grupos de animais submetidos aos di-
versos esquemas de imunizagfo constavam usualmente de seis

e, em alguns casos, de quatro animals.

Preparo de soro hiperimune ‘E“,ﬂ'}‘ e

Para obtencdo do soro hiperimune COntendo'IgGi'ng
ram ugados cammdongos congdnicos B1l0.D2 I1munizados
te de Freund completo em duas doses dadas com intervalo

de 30 dias. O titulo de IgGy dos soros destes animais
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foi determinado por anafilaxia pagsiva cutanea (APC), usando

{ ~ - .
-se um periodo de latencia curto. HEste soro possula um t{tg
-

lo de 1/2560, Sy

T .

I'd . .
Tecnica de sangria

Os animais foram sangrados por pungao do plexo
orbital, com micropipeta de Iang-Levy (H.0. Pederson, Cope-
nhagen, Denmark) dehgggmggf e o sangue colocadc em tubos
contendo 0,4 ml de-géiiﬁé."Apés'ooagulagéo, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm em centrifuga refri
gerada. O sobrenadante fol separado e conservado a -20°%, A
diluigao dog soros assim obtida foi considerada como equiva-

lente a 1:5.

Anafilaxia passiva cutanea (APC)

Og antisoros foram testados pela técnica de APC

segundo OVARY (1958).

Camundongos SW55 foram depilados no dorso 4 a ©
horas antes de serem injetados, para evitar que a iyritagao

causada pela depilacao viesse a interferir no teste.

Estes animais foram injetados intradermicamente em
dois pontos, de cada lado da psle do dorso, com 30 pl de dife

rentes diluigoes do antisoro.

Apés um perfodo de sensibilizacao adequado, os ani
mais foram injetados por via intravenosa com 0,2 nl de salina
contendo 100 pg de Ova e 0,5 mg de Azul de Evans. Apds 15 mi
nutos eram sacrificados, a pele destacada e invertida, e as

reagoes avaliadas medindo-ge oS diametros das manchas azuls .
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Somente foram consideradas positivas as reacoes com mais de
4 mm de difmetro. O teor em anticorpos dos antisoros foi
expresso pela maior diluigac ainda capaz de produzir uma,

~ P
reacao minimna.

Caracterizacao dos anticorpos Ig@l e IgE em camundongos

Os anticorpos IgGl e IgE foram diferenciados u-
gando-se reacoes de APC com periodos de sensibilizagao di-
ferentes, ou seja, um perfodo curto (2 a 4 horas) para o
Tgh, & um perfodo longo {48 a 72 horas) para o IgE (MOT4,
1967)



RESULTADOS

1, Efeito de altas doses de Ovalbumina nac-agregada na pro-

dugao de Tgl, e IgE na resposta primiria e secundaria

Pars este estudo foram usados camundongos DBA/1J. Es-—

teg animais foram divididos em dois grupos:

0 grupo experimental foi injetado,conforme esquema

abaixo, por via intraperitoneal, mo dia O, com uma primeira
dose immizente de 1 g de Ovalbumina mais 1 mg de hidrd-
xido de aluminio, ¢ 72 dias apds, injetado por via intrape

ritoneal com uma segunda dose igual a primeira. Nos dias 3,

5 e 7, apés a primeira dose imunizante, fol Injetado, por _*

via intravenosa, com 100 pg de Ovalbumina, nao agregadagf:f f

contida em 0,2 ml de galina, O E
L .\2& .

Diag: /ﬁ ;

O 3 05 7 ;’ 7o

| i ] i |
12 dose imw f?’ 100 pg Ag ? d?se
nizante * nio agre- :5 imunizante

gado

Os snimais forem sangrados 9, 14, 26 e 69 dias apos
s primeira dose imunizente, ¢ 11, 19, 28 e 50 dias apds  a

gegunda dose imunizante.

Os animasis do grupe controle foram submetidos a0 mes-—
mo tratamento, com substituicdo da inoculagao de antigeno nao

agregado por 0,2 ml de salina, pela mesma via, tendo sido
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gsangrados segundo o mesmo esquema 4o grupo experimental.,

Os soros obtidos foram testados por APC para detec—
¢ho dos anticorpos Igly e IgE, e os resultados estao resumi-

dos nas figuras 1 e 2.

A figura 1 mostra os niveis de IgGy nos grupos  son-
trole e experimental; como se vé, as trés doses adicionals
de antigeno diminuiram muito pouco a producac deste anticor—

= - - -
po, tanto na resposta prlmérla como na secundaria.

A figura 2 rTesume 08 regultados da mesma experiéncia
em relacao ao anticorpo Ighk; mneste caso, as injecoes adiecip
naig do antigeno produziram uma drastica redugac do nivel do
anticorpo na resposta priméria, e um redugap menor, porém bag

tante significativa, na resposta gecundaria.
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g,.: ‘ Ig(;]
ﬁ — CONTROLE -
i weeewr EXPERIMENTAL

6404
160 +

4071

10+

W

Fig,l — Efeito de doses adicionais do antfgeno sobre a respos
ta primaria e secundaria do anticorpo Ighy. O antige~
no (Ovalbumina naoc agregada) foi injetado 3, 5 e 7
dias apés a primelra dose imunizante. Og animals fo-
ram reinjetados com a dose imunizante (1 pg de Ovalbu
mina + 1 mg de Al(OH)B) 72 &8
zante inicial. O grupo controle recebeu o mesmo tra-

apbs a dose imuni—

tamento imunizante gue o grupc experimental, sendo que
3, 5 e 7 diags apos a dose imunigante foi injetado
com g8alina,

represents a média e o desvio padrao  dos
titulos de IgG, individuais dos camundongos
do grupe controle nos diferentes,

———————— representa a nédia e o desvio padrao dos ti
tulos de IgGl individuals dos camundonges
do grupo experimental nos diferentes dias.,

abecissa: representa os dias de gangria.

ordenada: representa os titulos de APC,
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IgE D FIG.2

640
160

40

o I~y pmm
r 9 8 57 e bt tf
A 26 69} 11 19 28 50

Fig. 2 — Efeito de doses adicionais do antigeno sobre.a res—
posta primdria e secundaria do emticorpo Igi. O an-
tigeno (Ovalbumina nao agregada) fol imjetado 3, 5
7 dias apos a primeira dose imunigante, Os animais
foram reinjetados com a dose imunigzente (1 pg de O-
valbumina + 1 mg de 41(0H)5) 72 &l apés a dose
imunizante inicial, O grupo controle Tecebeu O meg
mo tratamento imunizante que o grupo experimental ,-
sendo que %, 5 e 7 dlas apds a dose imunizante fol

injetado com salina.

representa a média e o desvio padrao
dos titulos de IgE individuals dos ca-

mundongos do grupo controle nos diferen

tes dias.

—————————— representa a media e o desvio padrac
dos titulos de IgE individuais dos ca-
mundongos 4o ETupo experimental nos di-
ferentes dias.

absciasa: representa os dias de sangria.

ordenada: representa os titulos de AFPC.



-17-

2, Efeito de doses prévias de ant{geno, Ovalbumina nao agrega-

da, na producac de 1861 e IgB

Nestas experiéncias foram utilizadas duas linhagens
de cammdongos "inbred®: B10,D2 (bom produtor) e BLO.BR

(maun produtor), gque receberam OS MESMOS tratamentos,

Grupe experimental:

Og animais foram subdivididos em tres grupos: A, B e
¢ e 1injetados, por via intraperifoneal, com 0,5 ml de sali
na contendo, respectivamente, 1, 10 ou 1000 pg de Ovalbumi-
na nao agregada, e cada um destes tres grupos fol dividido

em dois subgruposs 1 ¢ 2.

Os subgrupos 1 (41, Bl e C1), 30 e 60 dias apos a

dose inicial, foram injetados, por via intraperitoneal, com a

dose imumizante de 0,5 ml de selina contendo 0,1 pg de Ovalbu

mina mais 1 mg de hidréxido de aluminio.

Os gubgrupos 2 (A2, B2, & (C2), 30 e 60 dias apos

o dose inicial, foram injetados, por via intraperitoneal, com

5 dose imumigante de 0,5 ml de salina contendo 10 pg de Ovalbu

. - s g F. = £ s
mina mais 5 mg de hidroxido de aluminio,

Sangrias: L g :

11ty 1Aa "- " [

Diad 0 10 20 %0 40 50 60 ! 90
1 ! T

Ago.nao a— 12 dose i~ 2% dose 1~
gregado mmizante munizonte
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Grupo controles F

Recebeu, em lugar do antigeno nao agregado, 0,5 ml
de salina por via in?raperitomeal, e fol dividido em dois

subgrupos: F1 e F2,

0 subgrupo Fl, 3C e 60 dias apbs, Tecebeu o mesmo

tratamento dos subgrupos experimentais 1l: 0,1 pg de Ovalbumi-~

na + 1 mg de hidréxido de slumfnio, vor via intraperitoneal,

0 subgrupo F2, 30 ¢ 60 dias apds, recebeu o  MESMO

tratamento dog subgrupos experimentals Z: 10 pg de Ovalba

mina +'5 mg de hidrdxido de aluminic, por via intraperitoneal.

Sangrias:s

G I A Y | T
Dias 0 10 20 30 40 50 60 90

1 T

salina 12 dose imu 2% dose 1lmi

nizante nizante

Os animails, quer do grupo experimental dquer do con—
trole, foram sangrados 10, 20 e 30 dias apos, a primeira e

a segunda dose injetada, e 30 dias apds a terceira dose.

Foram feitos '"pools?® do soro de cada grupo & subgru
po, do experimental e do controle, que foram testados
por anafilaxia passiva cutanea para detecgao dos anticor

pos Igh, e 1gE.
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Os resultados obtidos nessas experiencias estao resu

midos nas Figuras 3, 4, 5 e 6.

Estes resultados nao foram submetidos a uma analise

'3 . P .
estatistica, uma vez que a restrigac dos graus de liberda-
de impediu a aplicagho de testes estatisticos nao paramétri

COoB.

®ig.3 - Comparacao entre as linhagens BIO.ER e B10O.D2 em re
lagho & 7produgio de IghB e IgGy, quando imuni-
zadas com baixa dose de a@tigeno precedida de

doses do antigeno nao agregado.

1
Diagramas Fl e F 1 ~— representam o SubDgIUPO contro

le Fq; mostram o8 t{tulos de APC dos anticorpos Igh
e Ig(}:L de pools™ dos soros individuais de camun—
dongos injetados por via intraperitoneal no dia o)
com 0,5 ml de salina e imunizados nos dias 30 e 60

com 0,1 pg de ovalbumina + 1 mg de A1 (OH) %,

!
%m; ~ Trepresentam o sSubgIUPo experi

Diagramag J:L]. ¢

mental A; mostram, Tespectivamente, of t{tulos de
APC dos anticorpos 1Igh e IgGl dos "pools® dos
soros individuais de camundongos injetados por via
intraperitoneal mno dia C com 0,5 ml de wuma SO-

jucho de 1 pg de ovalbuminae nao agregada. Nos dias

20 ¢ 60 foram injetados com O,1 g de ovalbuml
na + 1 mg de Al(OH)g, por via intraperito-

neal,

1 1
Diagramas Bl e B 1, Ol e C 1 ~ as representa—
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goes ©a0 as mesmas dos diagramas Aq e A';.  Os
subgrupos diferem stente no tratamento com o anti
geno nao agregado: o subgrupo B1 fol injetado,
por via intraperitoneal, mno dia 0, com 0,5 ml dc

uma solugao de 10 meg de ovalbumina nao agregada; o

subgrupo Ol foil injetado por via intraperitoneal no
dia 0 com 0,5 ml de vma solugao de 1000 pg de

ovalbuming nso agregada.

== ©mTitulos de "poola" de sorog individuais dos ca-

mundongoa B10.DZ2

I'4 - . M -
pmm Titulos de "pools" de soros Individuais dos

camundongos BlO.BR

abscissa — representa os dias de sangria
ordenada — representa os titulog de APRC
Ag ~ ovalbumina nac agregada

DI~ ovalbumina + Al(OH)3

#  _ Qdias de administracio do antigeno.
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Fig;4 ~ Comparagao entre as linhagens B10.BR e B10.D2 em rela
¢ao a produgao de Igh e TgGy, quando imunigzadas  com
alta dose deeantigeno precedida de doses do antigeno

nao agregado.

t
Diagramas F2 e ¥ 2 — representam o subgrupo Fp; mos

tram, respectivamente, os titulos de APC dos anticor-
pos Igh e IgGl de '"poolg" dos soros individuals de ca
mundongos injetados por via intraperitoneal no dia O
com 0,5 ml de salina, ¢ imunigados nos dias 30 e 60
com a alta dose de 10 pg de ovalbumina + 5 mg:kaﬁﬂﬁ@B.

t
Diagramag AQ e A 2 — repregentam o subgrupo experimen

Tal An; mostram, respectivamente, os titulos de  APC
dos anticorpos IgE e IgG] dos "pools" dos soros indi-
viduais de camundongos injetados por wvia intraperito-
neal no dia O com 0,5 ml de uma solugao de 1 pg de o-
valbumina nac agregada. Nos dias 30 e 60 foram injets
dos com & alta doge de 10 pg de.ovalbumina + 5 mg de

Al(OH)3 por via intraperitoneal,

B! C C

! ~ ~
Diagramas By o 2, 2 e 2 ~ as repregsentagoes sao

as mesmas do diagrama imediatamente acima. Os subgru-

pes diferem somente no tratamento com o ant{geno nao
agregado: o subgrupo Bo-fol injetade por via intrape-
ritoneal no dia O com 0,5 ml de uma solugao de 10 pg
de ovalbumina nao agregada; o subgrupo C, foi injeta-
do por via intraperitoneal no dia O com 0,5 mi de uma
solucao de 1000 wg de ovalbumina nao agregada,

== 7{tulos de "peols" dos soros individuais dos ca—
mundongos B10.D2.
mm T{tulos de ""peolg" dos soros individuais dos ca-

rundongoa B10,BR.

abscisga — repregenta os dias de sangria
ordenada -~ representa o8 titulos de APC

Ag ~ ovalbunina nao agregada

DT ~ ovalbunmina nais A1(0H)x

4 ~ diag de administracac do antigeno
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Fig. 5 — Conparacao emtre alta e baixa dose inunizante en ca-
randongos da linhagen B10.D2 en relagao a  produgaoc
de IgE e Tgl, precedidas de doses de antigeno nao a-
gregado.

Diagraras F2 e F‘Z ~ representan mesultados dos sub-

grupos controle Iy e F2; rnostran,respectivamente, os
tftulos dos anticorpos Igk e IgGy dados por APC  de
“pools™ dos sorog individuais de camundongos injeta-
dos no dia O con 0,5 nl de salina por via intraperi-
toneal, e nos dias 30 e 60 com: SUbZIUDO ¥1 — bairxa
doge de 0,1 pg de ovalbumina + 1 mg de Al(OH)B, poT
via intraperitoneal; subgrupo F2-a1ta dose de 10 ug
de ovalbumina + 5 mg de AL{OH)z, por via intraperito

neal.

Disgramas A.e A' ~Tepresentan regsultados dos subgru-
P £

pos Ay e Ap. Mostran,respectivamente,os t{tulos dos
anticorpos 1gE e 1gGq dados por APC de "pools'dos sg
ros individuais de cenundongos injetados no dia con

0,5 mlde salina contendo 1_pg de ovalbumina NA0 agre—

gada,por via intraperitoneal,e nos dias 30 e 60 o sub-
grupo A7 recebeu por via intraperitoneal a baixa do-
gse de 0,1 pg de ovalbunina + 1 mg de Al(OH)B,e o sub
grupo Ao Trecebeu,por via intraperitoneal, a-.alta do--
se de 10 pg de ovalbunina + 5 mg de Al(OH)B.

Diagramas B ¢ B',0 e C!- difcren do anterior somente

no tratamento con ovalbumina nao agregada,adninistra
da no dia O: o subgrupo B foil injetado com 0,5 nl de
salina contendo 10 g de ovalbuming nao agregada por
via intraperitoneals; o grupo C fol injetado com 0, b
ml de salina comtendo 1000 pg de ovalbumina nao agre

gada,por via intraperitoneal.,
———— 1p{tulos de "pools" dos soros individuwais de ca-
mundongos que receberam alta dose jmunizante.

mryx Ti{tulos de "peols” dos soros individuals de ca-
rmindongos gue receberan halxa dose irmunizante.,

abgcissa ~ dias de gangria

ordenada - titulos de APC

Ag ~ ovalbunina nac agregada

DI — ovalbunina + Al(OH)3

t ~ Dias de adninistracao do antigeno

tal
=
a
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Fig., 6 — Conparacac entre alta e haixa dose irunigante en ca~—
rundengos da linhagen B1O,BR en relacaoc 3 producac de
Igh e IgGq precedidas de doses do antigenn nao agrega
do.,

Diggranags I' e F!~ repregentan os resultados dos sub—
grupos controle Fq e Fo. Mostram,respectivamente?osﬁi
tulos dos anticorpos IgE e IgGy dados por APC ce Mpools®

dos scros individuais de camundongrs injetados no dia

¢ con 0,5 nl de salina per via intraperitoneal;e nes
dias 30 e 60 con: subgrupo F1: paixa dose de 0,lpg de
ovalbunina + 1L ng de Al(OH)5 por via Intraperitoneal;
subgrupe F2: g14a doge de 10 pg de ovalbumina + 5 ng
de Al(OH)B, por via intraperitoneal,

Diasgranag A e A! - repregentan os resultados dos sub—

grupos experinentals Ay e Ap. Mostran,respectivanente,
os titulos dos anticorpos IgE e Ighky dados por APC de
"pools!" dos soros individuais de camundengos injeta—
dos por via intraperitoneal;nos dias 30 e 60 o grupo
A7 Tecebeu a baixa dose de 0,1 pg de ovalbunina+ 1 ng
de Al(OH)3,por via intraperitoneal,e n subgrupo Ar, re
cebeu 2 alta dose de 10 pg de ovalbunina + 5 mg de
ﬂl(OH)B, por via intraperitoneal.

Diagramas B e Bt, C e C! — diferem do anterior sonen-
te mo trataments con ovalbumina nao agregads adninis—
trada no dia 02 o grupe B foi injetado com 0,5 nl de
salina contende 10 wg de ovalbumina nao agregada, pPOT
via intraperitoneal; o grupo C fol injetado com 0,5
no de salina contendo 1000 wg.de ovalbumina nac agre—

gada, por via intraperitoneal.

' - . . :
— Titulos de "pools! dos soros indilviduais de .ca—
mundongos que receberam alta dose ilmunizante,
monn T{tulos dn "pools” dos soros individuais de ea-

rmndongos que receberan baixa dose inunizante.

abecigea ~ dias de sangria
ordenada ~ titulos de APC

Ag — owalbunina nao agregada
DT ~ ovalbunina nais Al(OH)3

i ~ dias de adninistragic do antigeno.



IgE

5.

10

0 10 203‘940506"0 70 80 90

Dl Di

320- 3201
160-'_“ ' 160
804 1 807
B 4& B 40
' 204+ 20~
109, 10
£ 5
‘4 10 20 30 40 50 80 70 80 90 S10 20 30 40 50 60 70 80 90
Ag D Ag D1

“ "0 10 20 30 40 50 60 70 80 €0

: Ag

4

3201
1601
807
40
204
10+
54

o 10 20 30 4.0 50 60 70 80 a0
Ag ' - Di
{ | ALTA DOSE
B BAIXA DOSE



- . : 2 . .
/4 o £: - : —28—

fz

i é{;?;\gg: “ n-1\

%5, Bfeito do gnro hiperimune Sobre a producin de IgE e IglGy
o T

[

ne. respnsta primarig b T

- e . '
N S o
i Y 4 S

R

Nesta experiencia “foram usados canundongos fe-—

s Y .
neags DBA/1J. Estes animaig foran /divididos en dols gru
' S -

A

pos: L

0 grupo experinental - "“E" <~ foi injetadc  por

via Intraperitoneal no dia O con a dose imunizante de 0,5 nl

de salina contendo 1 wg de ovalbunina + 1 reg de hidrdéxido de

£ . i . N - N Iy
aluninic. Tres, cinco e sete dias apos a dose 1lmunizante,eg
tes animais foram injetados, por via intravenosa, con 0,2 nl

de soro anti-ovalbumina hiperinoune,

Sangriag:

Dias 0 5 5 7 & 11 16

1 ! 1

s

1% dose 1mu Soro hiperi
nizgante rne

0 grupe controle ~ "C" — fol injetado com a

riesma dose imunizante do grupo experinmental, ©porém, 3, 5 e
7 dias apés, em vez do soro hiperimune, foi injetado con

0,2 ml de salina per via intravenosa,

Os grupos foranm sangrados individualmente, 8, 11 e
16 dias apds a dose imunigante, e o0s soros testados
por anafilaxia passiva cutanea, para detecgao dos mréli-

carpos Igh e IgGl.
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Os resultados podem ser vistos na Tabela 1, due re-
sume o efeito do soro hiperimune anti-ovalbumina mna produ—
gao dos anticorpes IgE e IgGy. Como se ve, as tres do-
ses  de 0;2 ml do soro hiperimune, +tiveram uma AGH0 SUPres-
sora, tanto na producac do‘IgGl cono na produgaoc de IghE, que

baixaram significativamente.

Efeito de 0;2 ml de soro hiperimune B1l0,D2 anti-ovalbumina
(IgGl, titulo: 1/2560, IgE menor 1/5), sobre =a produ
¢do dos anticorpos Igh, e IgE, Injetados nos dfas 3, 5
e 7 apos a dose imunizante de 1 pg do antigeno oval-

bumina + 1 mg de hidrdxido de aluminio.

Tratamen 18ty 1eb
Grupn to ;
8 11 16 8 11 16
G galing 40§§ %20 160 160 640 320
5 anti—-ava 40 5 o 5 0 0
§ Dias de sangria.

§§ média aritmética dos titulos de IgGy e IgE individuails
de camundongos dos grupos experimental (E) e controle

(¢) dados por APC.
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DISCUSSAO

Varias hipdteses tem sido apresentadas para explicar
o efeito da dose do antigeno na formagao do anticorpo Igh .

Intre estas merecem ser citadas:

a) ag células precursoras das ccélulas formadoras
de Igk (células B Igh) possuiriam uma afinidade maior
para o antigeno do que as células B IgG, de tal mo-
do que wuma concentracao de antigeno ainda imunogenica
para estas ultimas células seria ja tolerogenica para ag
primeiras, isto é, para as células B IgB (SISKIND & BE-

ITACERRAT, 1969; ISHIZAKA & col,, 1974);

b) uma dose baixa do antigeno estimuleria preferen—
cialmente as células B Igf Ilevando a formagao de IgE sem
wna formacgdo simultanes apreciavel do anticorpo Igh, o
qual parece exercer wn efeito Imunossupressor sobre o

TgE (OKUMURA & TADA, 1971);

¢) doseg Dbaixas do antigeno, ao contrario das doses
altas, nao estimulariam as células T supressoras, as
guais, segundo alguns Autores, possuem wum efeltio inibin—
dor sobre a formagac do anticorpo TIgE (TADA & col.,
197%). Bsta Ultima hipdtese & particularmente atbraente
guando se sabe que a formacaoc do Igh em camundongos por bal
xas doses de antigeno esta associada aos alelos de histocom

patibilidade do locus ng, o qual parece estar, de algum mo
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do, associado as funcgoes dag cé¢lulas T (McDEVITT & BENA-

CERRAF, 1969).

Analisando os nossos resultados, dols mecanismos su
pressores podem ser propestos para explicar a balxa predu—
cac de anticorpes TgE quando o antigeno € usado om drse
alta: tolerancia das celulas envolvidas na producac deste
anticorpe e supresséo através de um meosnismc de rIe-

troacdo pelo anticorpo TeGy .

Por exemplo, na experiéncia T, om que se usou tres
doses do antigene mnic agregado durante ¢ periodo de in
ducao da producac do anticorpo, houve uma baixa significati
Ta na produgéo do anticorpo IgE, tantc na resposta primé—
ria como na secundaria, sugerindo que o tratamento com alta
dose de antigeno nfo agregado deve ter atingido preferencial
mente o8 linfécitos envolvidos na produgaoc do IgE, tornands-
og tolerantes, Aparentemente asg células envolvidas na produ
cao do anticorpo Igh, meriam mais resistentes a tolerancia
D gue explicaria{a persisténcia da producao deste anticorpo
nestas condicoes, Todavia para se confirmar esta hipétese ,
uma experidncia de tranaferéncia de linficitos de animais to

lerantes para receptores lrradiados deveria ser feita,

Admitindo—ge como valida a hipotese da mailor facili-
dade de indugao de tolerancia das células envolvidas na pro-
dugao de IgF por doses altas do antigeno, esta poderia en-
tao explicar a ebservacao Teita guando se analisou o8 experi
mentos que se tratavam da obtengac do anticorpo IgE nas dife

rentes ecgpeciess os Autores gue usavam doses elevadas de
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antigenn nbtinham uma produgao de anticerpr transitéria, e nao
conseguiam obter resposta sccundaria. Este fato contrastava
com n que se verifica na espécie humana, em que os individuos
atopicos apresentam um nivel de TgE relativamente elevade e

constante no soro,.

Kl

IEVINE & VAZ (1970) e VAZ & col., (1971 a), ten-
tando obter, em camundongns, um modelc semelhante a espécie
humana, utilizaram baixas doses de ant{gego na imunizacgao e
ocbtiveram uma producac persistente de IgE. Verificando que
doses baixas de antigeno possibilitam produgac permanente des-
te anticorpo, n que nao acontece quando se administra altas do
ses, Veriflcou-se, ainda, wum controle genético da imune rTes—
posta associada a producac do anticrrpo IgE, alguns animais
sendo bonsg e sutros maus produtores deste anticorpo para um da
do antigeno. Assim, camundengos da linhagem DBA/1J sao “bens

predutores de IgE guando se usa cvalbumina como ant{geno.

Tendo em macs este modelo cxperimental planejou-se
ume, série de experiémeias para verificar a hipdétese de uma pog
e . . P s Lo . o~ .
sivel inibicao dos linfocitos envolvidos na producac de  anti-

corpo Tgh por altas doses de antigeno.

Esta hipotese encontra certo apoin nas experiencias

de outros autores que passamos a relatars

o et g e e

EISEN & SISKIND (1964) e THRIS & SISKIND (1968) ,
usando alta dose de antigenos demonstraram que durante a res-

posta imune, o8 anticorpos variam guantc a sua afinidade pelo

antigeno: o8 anticorpos—de baixa afinidade ¢
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ds imunizagho, por necessitarem de alta concentragao do enti
gere para sua produgac, encuante gque, com a baixa concentra-
¢ie dn antigeno no decorrer da imunizagao, aparecia  grande
quantidade de anticorpo de alta afinidade. Com eata cbser—
vagao, 08 meggqgw%qﬁgr§s”levantgram a hipétese de que a0 ni
vel celular tambem deveria haver receplores de alta e ﬁaixa
afinidade_parawomfeéonhecimento do antigeno, Coﬁhﬁasé' nes—
tes resultadhé;L'levantoﬁmse a hipotese de Que ¢ camundrn-—
go DBA/1J, Dbem produtor a balxa dose de antigeno, deveria
apresentar receptores de alta afinidade nos linfccitos envol
vidos com a producac de IghE, e estes se tornariam mais facil
mente tolerantes do que 78 linfdcitos envolvidos na produ-
cac de IgG. De fato nossas sxperiéncias mestraram que ol
tratamento com o antigeno nac agregado, interfere na
produgao do anticorpe IgE baixando-o significativamente ,
enquanto que o anticnrpo IgGl permanece inalterado, suge—

rindo, assim, uma possivel tolerancia das células envolvi-—

dag com a producac do anticorpo IgE.

Com Telagho a Bxperiéncia II, em que os animals
das linhagens B10.BR e B10.D2 receberam antigeno nao agrega
dc sntes da imunizacio, com intengao de estudar a  interfg
réncia na produgﬁn do anticorpo IgE, realmente o8 regulta—
dos sugerem gue, de fato, parece sexistir vma interferen

r

cia, principalmente no camundongo da linhagem B10O.DZ2 como

pode ser verificado nos diagramas A € R da figura 5. Infe-
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. g . & ' . .
lizmente, nao nos fol possivel estudar estatigticamente 08

resultados obtidos mnesta experiencia pois nao rudemcs
cubmete—~los a uma analise estatistica, uma vez que a

restricho dos graus de liberdade impediu & aplicacgao

dos testes estatisticos nho paramétricos., Mesmo assim, nao
ficou afastada a possibilidade de um provével efelto do
ant{geno nde agregado guando aplicado antes da dose imunigzan
te, pois na experiéncia anterior o tftulo de IgB foi signi-
ficativamente reduzido Dpela agao do antigeno nao agregado.
Posgiwelmente o esguema utilizado nestas experiéncias com an
t{geno ndo agregado mnac foi adequado, e mails experien—

cias 820 necessarias a este regpeito,

0 motivo de mao termos utilizado, nestas  expe-
ridnecias a mesma linhagem de animais da experiéncia an-—
terior, a DBA/1J foi devido ao fato de termos em nosso la
boratdério camundongos congénicos BLOLBR e Bl0.DZ2 que ai
fopem somente no locus H—2 (respectivamente H"zk/k e
H"2d/d) ¢ gque sendo maus e relativamente bons produtores
do anticorpn 1gE, nos permitiria abordar também »~ agpec
to genético, com maior poseibilidade de esclarecer o meca—

nismo de produgao do anticorpo IgE,

No tercciro grupe de experiéncias nés nos propuse-
mos a estudar a agaoksupressora do anticorpo IgGl, na produ-
050 do anticorpo IgB. A hipdtese de trabalho fol baseada em
observacoes anteriores gue mostravam uma prelacao inversas en—
tre os niveis dos anticorpos IgE e 186y (MOTA, 19675 IEVI-
NE & VAZ, 1970)., Um mecanismo de retroacao de uma classe

de anticorpo sobre a outra jé havia gido demonstrado
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por varios Autores, entre eleg UHR & BAUMAN (1961). Estes Au-
torea estudaram a acac supressora do anticorpo Tge sobre a
producan do anticorpc Igh, gque segundo eles, ocorria ao ni-
vel da interacio antigeno—anticorpo, e, possivelmente, ao ni-
vel dos proprios receptores nog linfécitos, Eatudos mais re-
centes feitos em coelhos (STRANNEGARD & BELIN, 1970), ratos
(TADA & OKUMURA, 1971) e camundongns (ISHIZAKA & OKUDATRA,
1972} demonstraran, também, uma supressac da producao do an-—

ticorpe IgE pelo anticorpo IgGl.

Nossos resultados concordam com os dos Autores cita-
dos acima, confirmando a existencia de wum mecenismo de
retroagao exercido pelo anticorpo TIghk, sobre o anticor

po IgE em camundongos.

Vogsos resultados permitem-nos sugerir que existe
um mecanismo de retroagao exercido pelo anticorpo IgGl, sobre
a produgac de IgE e gue talvesz possa ocorrer, também, um mecs
nismo de toleréncia, classe especifica, gquando altas doses
de antigenos nao agregados dao usadas. Dependendo das cir—
cunstancias um ou oubro mecanismo poderia operar, regulando

a produgao do anticorpo Igh do camundongo.



RESUMC E  CONOIUSOES

No presente trabalho estudamos a produgac de
ant{cobpos da classe 1gBE em camundongos isogenicos de di
ferentes linhagens. A cinética da producgao do anticorpo 1gE
apbs imunizacho com doses altes e baixas do antigeno fol es-
tudada e comparada com & produgao dos anticorpos da subolas-

Ag poss{veis causes para a transitoriedade do
anticorpe Igk mno soro apos immizacao com doge alta de an-
t{geno e a persisténcia do mesmo apds imunizagao com dose bel
xa de antigeno foram abordadas, Para isto egtudou-se em
varias linhagens de camundongos o efeito de doses elevadas
de antigeno nao agregado, aplicadas antes e apésra doge
iminigante, sobre a produgao do IgGy e do TgE, Além dis
to, estudou-sge, tembem, o possivel efeito da retroa—
¢ao exercido pelo anticorpo Igh; sobre o IgE, Obser-
wvendo—de o ofeito da +transferéncia do soro homdlogo
contendo elevado teor de Ighq gobre a prodgqgo de

IgEh em cemundongos produzindo ativamente IgE.

Nosdas experiéncias permitem sugerir que as
células envolvidas na produgéo do anticorpo IgE possi-
velmente Be tornam mais facilmente tolerantes do que as
células precursoras do IgGl ey além disto, que parece exigtir
também Um mecanismo de retroaggo exercido pelo antieorpo IgGl
gobre o anticorpo IgBs Entretanto, mais experidncias ge fa=

dom necesfariag para ume conclugao final para este assunto,
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