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1. INTRODUCAD

A complexidade do sistema imune deu
origem a pesquisas orientadas de diferentes pontos de

vista: genético, celular e molecular. A rapida evolugao

da biologia molecular propicicu apreciar-se mais de
narto a magnitude da complexidade do sistema  imunita-
rio, capaz de sintetizar un numero indefinide de mélécg.

las de anticorno 2 ainda assim reter sua estrutura basi

ca constituida de duas cadelas polipeptidicas de 30 €00

daltons {cadeins pesadas) e duas de 25 (000 daltons {ca-
deias leves! arranijadas simetricamente, guase sempre

unidas por sontes disulfeto, tipo molecular cliassico dg

rivade dog estudos pionelros de PORTER {1925) = IDELMAN

As moléculas de anticorpo abriram
perspectivas para estudos que levaram a importantes"pis
tas" com respeito abs mecanism@s‘de :estccagem de infor
magao, expressao de informagao e expressao do  LrOCesso
evolutivo; os inﬁm@x@s trabalhos realizadog mostraram
gue a diversidade funcional corresponde uma diversida

de de seqguéncia de amino adcidos dos anticorpos e

rguentemente o reflewo de uma codificagao em nivel
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1971; SMITH, HOOD_& FLECH, i971: NATVIG & KUNKEL; 1973
CAPRA & K7°Qu, 1975 HABAT 19?5; FLAPER & CAPRA, 1974;
FOUGERAU, SCHIFF, MATHIEU, De PREVAL, BOURGOUIS, MOULIN
& SERRA, 1975).

A heterocogeneidade das moléculas, de
anticorpos de diversas espécies animais da uma:visao da
origem gen&tica evolutiva deste'sistema, Esta heteroge~
neidade & ¢ resultado de trés tipoélde variabilidade de
sequéncia de awmino Acidos; (1) variante isotipicas qué
520 comuns 2 todos os individuos da mesma espdcie e di-
Zerencian classes e tipos de imunog glo obulinas, e sao pro
dutos de diferentes gens estruturais; (2) variantes als
tipicas gusz distinguem formas polimdrficzas ds imunoglo-
bulinas nED ﬂ”espntes em todos os membros constituintes
de ums dada espicie; (3) variantes idiétipicag que su-
perpostz: a&s outras duas, caracterizam anticorpos indi-
viduais e proteinas derivadas de patolegias moleculares
como o mieloma miltiplo {FRANGIQNE, FRANKLIN, F DENBERG
and KOSHLAND, 1966; FRASGIONE, MILSTEIN &.PINK, .1969 H

EDELMAN, CUNNINGHAN, GALL, GOTTLIEB,RUTTISHAUER & WAXDAL,

U}

1970) e doenca de cadeia pesada ( FRANKLIN, LOWENSTEIN,
BIGELOW and METZGER, 1964).

Evidencias recentes indicam gque

[13]

sintese de cada cadeia pesada ou leve de imunoglobulina

2 governads nor dois gens diferentes, um gu codifica a

regiac constante O terminal o outro a regido varifvel N



A regiio constante da cadeia polipeptidica pesada &cong
tituida de regides de homologia estrubural em nimero @@I
trés para a imunoglobulina G e em nimero de guatro para
as cadelas pesadas das imunogliobulinas E e M, cada una
constituida de aproximadamente 70 residuos de amino &ci
dos estabilizaﬁos por uma ponte disulfeto de médo a‘fog
mar uma alca intra-~cadeia. A geometria deste tipo mole-
culary reflete profundas consequencmas na expressao de
imunidade adguirida protetora, no hipersensibilidade do

tipo imediato, intgragao com o0 sistema complemaento ou

o

COom superiiciss o

[
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czpeci

ficas. O controle da  bliossinisse

fu

do anticorps. mostra que a estrubtura do antigenc assums

papel rals: , nA30 80 no gue se refere 3 aspecifici-
dade, mas na propria natux;za qulmlca da imunoglicbulina
(8ELA, 1%z%, 1270; NUSSENZWEIG & BENACERRAPF, 19&87;).

No presente trabalho emprega~ss Como
modelo, anticorpos de um animal artiodactile da fauna
sul americana da familia Tayassuidae. Esta familia apre
senta linha evolutiva independente desde o oligocenc,
(FIG.1l) e a possibilidade de andlise de regioces molecu
lares criticas de imunoglobulinas funcmoﬁal da 80r0s

individuais em guantidade apreciavels, torna tentadores

estudos comparziivos com moléculas "homdlogas® obtidas
de soro d2 sxzsxpplares da familia Suldae, linha evoluoti~
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{(FRANEK & RIHA, 1964; HOOD, GRAY, SANDERS & DREYER, 1967:
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METZGER, HOVOTNY & PRANEK, 1971; HOVOTHY, DOLAI
1972; BEALE, 1%74). Sao apresentados os resultados ini-
cials gque caracterizam trés populacoes de anticorpos

que desencadeiam atividades biologicas diferentes.
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2, MATERIAL E METODOS

Z2.L. Animais utilizados.

. Foram utilizados examplares de Tayassu
tajacu (LINNE, 1?58)1do Bosque dos Jequitibas da Prefei-
fura Municinal de Campiraasg.

| 0s coelhos utilizados para imuniza-

cao nac eran sspécimes de raca definida.

s i
2.2. Preparo <o antigsno.

O antigeno utilizado, foi z azibunina
de Ovo cilncoo vEzaes cristalizada segqundo KREWICK {1236) e
emulsificada =2m adjuvante de Freund compieto.

Claras de dvo precipitadas com igual

volume de solucgao saturada de sulfato de amdnio DpH 7,0

(1) Agradecemos 20 Dr. Paulo Emilio Vanzolini, Diretor
do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulw,pelo
levantaments g2 classificacao dos animals utilizados,

13

cimentaos oranecer 08 is e franguear as daspen-
-~ . - -
denclas do Zosgue dos Jegquitibas, para execugao de




foram submetidas & centrifugagao durante 10 minutos a

A0 000Xy o pd do sobrenadante Dol alterado para pH 5,0
com acido sulfirico 9 N. Ao sobrenadante, foi adicioﬁa—‘
da solugao saturada de sulfato de amdnio pH 5,0, até atin-
gix 75%_&e.saturag§o; Apbs centrifugagao a 20 000Xg por
40 minutos, o precipitado fol suspenso em égua “desioni—

zada, num volume igual ao inicial.  As recristaliza@5@s

am efetuadas adicionando-se volume igual de solugio

h
8]
i

saturada de sulfato de amdnio pH 5,0; apds cinco recris-

foi dialisado contra agua desio-

nizada, até obitencgan de reacgaco de Nessler negativa 2 a
segulr liofilizado,

O adjuvante fol praparsdd  saguandd

FREUND (1928, EZm unm almofariz foram emulsificados 15 g

ml de nuicl; adicionou~se

Lt

de lanolins x5

de B.C.G.7

-~

2.3. Obtengao de soro de coelhe  anti-soro total

de Tavassu tajacuf{l.).

{33 Dy . Murille A. Scares, Chefe de
de roo=Dermobtropicos do Institute Butantan




Oa coelhos foram inoculados com s6ro

®

[ P L FEE e ey e T S S VR T g e e o i
oo 3 om Ty am o ST oo SRR e s et gyt e an od o
SOTAL G8 WEVASSQ o, @mMULILILOAN0 @i anipavEnte d2

completo, na concentragao final de 10 mg de Prot./ml;nas
doses de reforgo, fol utilizado o sdro total diluido em
salina fisioldgica na concentragao de 1,0 mg de Prot./ml.
O esquema defimunizagéo empregade foi: la. inocula@éo.“

antigeno emulzificado em adjuvante de. Freund completo

¥

{10 mg de Prot./animal), injetado via subcutinea nas qug'
rro patas; Zaz. inoculagao - (trés semanas apds a primei-

am adiuvante de Freund completo (10 mg d=

intramusculary am gustro o=~

cadministraio via intradérmica sm quatro iocais G ﬂoré@
daepilads =0 animal;_apés a terceira inoculacao as jus se
seguiram foram executadas nas mesmas condigoes atd  que
se obtivesse nos locais de inoculag¢ao intradérmics, rea~
gao inflamatdria tipo Reagao de Arthus (nao fol feito e-
xame para a interpretacao histoldgica desta reagao), san

grias eram realizadas, sempre que obtivesse reaczo infla

matdria positiva; o sangue fol processado e os sdros ca-

‘ T gy PR " : 2 -
Lmp Dencminstac abraeviads ubliizada arpifvariamente,para
5 o ~ o ool - 3 - Jey - 1 e
sagignar fe uma AnelYa pumaria, den{yroe dos capriulos
. [ - - et 1 . ~ T g R - T OTONRT
= zranalhe, o3 examplarss de Tavassu rtatacu (LINNE,




2.4. Imunizagac de Tayassu tajacu(l.} com ovalbumina.

O esguema de imunizacgaoc utilizado foi:
la. inoculagaoc - ovalbumina emulsificada em adjuvante de
Freund completo (50 mg de Prot./animal de 40 a 50 guilos
da péso},uim rado wvia subcutinea nas quatro patas; 2@?
inogulagho (tr&s semanas apds a primeira) - antigeno di-
1luido em salina figioldgica (10 mg de Prot./animal), in-
fetado via intranmuscular em guatro regides proOximas as pa
qudtro semanras apds a primeira) aﬂtg

2 Fisiocldgica (400 ug de Prot./an

stada via intradérmica em guatro locais na pale

reacao inflamatdria tipo

eaglo inflamatdria positiva foi fel
ta a sangria. O sangue colhido foi processado e os sbros

individuais catalogados e estocados a ~207C.

2.5. Fracionamento de sOro imune de Tayassu tajacu{l.)por

cromatografia am DEAE~-celulose.

A regina de DEAE- celulovw

-
R3]
i
LA
3




didlise o sdro foi PO&;{‘TUQ@C A 40 C00Xy por 20 minutos;
o pr@ci@ita&ﬁ'iﬂugi@buiina};-foi dissolvido e tompas 0,1
pH 8,0 e estocado a wZGOC; C sobrenadante ( Pseuvdoglcobu-
lina), foi passado através de coluna de = DEAE- célulose
{5,0 cm de diimetro e 40,0 em de altura). Foi utilizado

fluxo descendente de 30 ml/hora. As fragdes eluidas em

?‘Ii

fosfato 5mM pH 8,0 e NaCl 1 M, foram coletadas em colow
£or GILSON, num volume de 5,0‘ ml/tubo e as leituras rea-
lizadas em comprimento de onda de 280 nm em espectraiouo

metro Zeisgs PMO II, utilizando cubetas de quartzo de 1,0

. -
R S G
om de camninho otion,

[an]
o
§5j

HY
uf’}
fhd
o
@
]
®
joert

Para a filtragac em gel, fol u=iliza
da coluna'de vidro de procedéncia Pharmacia Upsalla (2,5
x 100 em} "empacotada” com Sephadex G-200 (Pharmacia Fine
Chemicals) ,entumescido em tampao fosfato 0,05 M pH 8,0

o volume Util de gel foi de 451 ml. Foram aplicados 2,0

‘ml de material, contendo 160 my de proteina, pres
dialisada contra o tampao de eguilibrio do gel; az Ffra-

A4S Com O Mmesmo tampio. A coluna foi cali

o

¢oes foram elui

T e (IR P S P > i 7 oy
2ovina. Conhzcidos o3 parametros Vo, Vi e Ve, foram de-

IgG e albumina, sa-

(utilizando-zse a2 expres




..,.:LQ...

Ve - Vo

Vi - Bis

Kay =

Kav = coeficiente de partigao entre fase liguida e gel;
Vo = volume total eluido com uma substincia que & com-
pletamente excluida do gel (volume "morto™).

Ve

]

volume de eluigao de cada uma das fragdes  cujos
valoras estao compreendidos entre Vo e VE (volume
eiuvente) .

Vi = volume total do leito de gel.

2.7, Precipitaciao especifica em gal de Saar.
k n B

As técnicas de imunocdifusic dunla,fo

ram realizadas em gel de agar {(Ton Agar Oxoid n%® Z;a 1%,

em melo pH 7,2, segundo OUCHTERLONY {1353).

2.8, Eletroforese em acetato de celulose.

A eletroforese em acetato de celulo-
sa, foi realizada ubilizando tampio vercnal 0,00 mpd 8.0,
fitas de 2,5 x 7,0 ¢n, gradiente de potencial de 55,

volts/cm durante 45 minutos., As fitas foram coradss

84

{12

subnmetidag
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2,9, Analiss 1muﬂomlmt10r0 ~atina.

A imunoceletroforese foi realizada se
gundo GRABAR e WILLIAMS (1953), em placas de vidro de

8,0 x 12,0 cm, contendo umna camada de 3 mm de égar { Ion

o

Agar Oxoid n% 2} a 1% em tampao veronal 0,05 M pH 8,6,
com gradiente de potencial de 10 volts/cm, durante 2 ho-
ras. As placas foram s@cas e entdo coradas com negro de

amido.

Como suporte insoluvael foi utilizado
poiliamincrolistireno (PAP), acoplado por diazotaciEo Ao
antigens (ovalhbumina) segundo GYENES e SEHON  (L38J% nas

LOndlCOPM de

U}

critas por WEBB.e LAPRESLE (1964) .,
2o PAP foil adicionado acido nitroso

a OQQr E=20)] agitagéo constante; a presenga de grupamento

diazdnio foil detectada com beta-naftol & 1%

Jo
o
=
24
O
[-.J
o
{2
o
o}

alcodlica; apds teste positivo, a resina foi lavadz con-

secutivaments com as seguintes solugdes: acetato ds  s5d-

dic 5%, urgla 5%, cloreto de s0dio 0,15M e tampio Zozfa-




]

0 acoplamento da resina com o anti-
geno rol realizado a 07C, diszolvendo-sa a ovalbumina Gl
retamente sObre a resina tratada, e o pH ajustado .para
9,0 com hidroxido de sddio 0,5 N; a mistura foi deixada
& OQC, durante 24 horas sob agitagao constante; os even~
tuais grupamentos diazdnio livres, foram Dqud*adOa Com

excesso de glicina. A resina de PAP acoplada ao antigeno

{PAP-0OVA), foi lavada com tampao fosfato 0,1 M pH 8,0,pa

U

ra retirar ¢ sxcesso de glicina e hidroxido d- sodio.

Através da coluna de P“F“OVA Loram

wassados 10 @l de “G imung de Tavassu, contendc &0 m
i = 0 - .

prot./mi, 2 temperatura de 5°C. O efluente foi coleia

do em tempas fosfato 0,1 M pH 8,0 e a resina lavala exsus
tivamente ocom o m2smo tampac. 03 anticorpos fornm elul-

dos en =

Clicina~HCL 0,1 M pH 2,0, =

neutralizados com hidroxido de sddio 5 H.

2,11, pigestac pela papalna.

A digestan pela papalna foi efstuada
sagundo as condicoes descritas opor PORTER (1939}

As imunoglobulinas IgG2  de

- - s o b niiy ol o]
purificatas zor cromatografia em DEAE~celulose,
P TR SR G Sy i 3=l e s
SUDNeTiTaEs = . 14 T COLY Lg’\.«‘dn }33 CC- a.w:...’:m_.

zima/ zubstrato de 1:100 mao  am
o]

- oy e 3 . R JEiagi} 3o TN e e T
prasenga de o valuma final de 10 ml e ol



—F 3

. , - . o 0 o
ajustado para pH 7,0.05 tempos de incubacao a 377°C,utili

aca

i
s

4]

zados foram os 2, 5 & 15 wminuts 0%, £ 8 Ls horas. A r
enzimatica foi interrompida com iodocacetato 0,1 M pH 8,0,

e o digesto submetido & anidlise imunoceletrofordtica.

5

2. 12 Purificagao dos fragmentos obtidos pela digestio

com papalna.

0 digesto total (150 mg) ialisado
am tampio fosfato 5 omM pH 8, foi aplicado em coluna ds

DEAZ-celulose {DE=-5Z Whatman) equilwaa a no tampas ini-

ot
£h
HH
{is
i:}-
8

i
ps
(D
F1'
{ﬂ

cla LA ESE

condigoes foi obiido um primeiro

plco de denzidade &Gtica; a coluna foi
vamente neste tampac e em segulda fol passada sclugio de
NaCl 1 ¥, com = gual se obteve um. segun%c

ico.

7
i,
AT

2.13. Dosagem de proteinas.

)

O teor de proteinas fol detzrminado
pelo reativo de Biureto, segundo DITTEBRANDT (1518} £

pela absorbinciz em comprimentc de onda de 280 nm, =m es

pactrofoiar
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A reagao de hemaglutinacio  passiva

zolas de carnelro faniniza-
das segundo BOYDEN (1851), e sensibilizadas com antigeno
de acdrdo com as instrucBes de BORDUAS e GRABAR ( 1953).
Fol utilizada solugao de ovalbumina na concentracio de

200 yg de proteina para cada mililitro de suspensio de

N

‘hemacias a 2,3%. Porxgdes de 0,05 ml dessas hemacias fo-
ram misturadas a 0,5 ml de sOros imune diluidos, e incu-

badas & temperatura ambiente. Os controles foram: Cl= he

mazias taninlizadas e sensibilizadas mais salina; €2 = he
mErias taninizzdss e ndo sensibilizadas mais edro dilai~

3y C2 = hemacias nfo taninizadas mais sdro  di-

e e e = .5
2,15, Anefllaxia cutlnea passiva.

As experiéncilas de anafilaxia cutd-

-

nea passiva (ACP), foram realizadas basicamente segundo

o

OVARY (1958). Na pele ventral de porco doméstico com 15
dias de idade de 2 a 3 quilos, foram injetados intrader-

micamenta, 0,1 ml de proteina com atividads de anticorgo,

(5) Agradsc=wmos a divetoria do Imstituto Bislidzico da
Cemplnas, 2 22 espacial ao Dr. Wilson de Oliveira via-
TE m#LA C2s3ac dos oan

animais chbilizados nmesta prova,



de Evans a 1% na concentracgio de 500 ug de Prot./ml. Co-
mo controles foram utilizados salina fisioldgica e sdro

albumina bovina na concentragio de 1 mg/ml.

2.16, Fixacio de complemento.

20 a 30 cobkalas normais, Zisfilizg

2 ~207C. O titulo do complementsc foi au-
prasso em unidades de CH 50/ml,conforme FKaRAT e MAVER{1954),
O sistema indicador foi cons ido
de hemécias de carneiro 2 hemolisina previamente titula-
da: o sangue estéril de carneiro, misturade em volumes
o~ a .- _ , ] P
iguais de solugao de Alszever, foi praservado a 570 &

utilizado como fonte de hemicias. No momento 4do uwan,  asg

1 - [ TV o - hond - I 3
aemacia roran Lavadas tras vezes oom salina

Pl el 4?

Vels M opH 7,2, As suspensoss preparvadas o~




we -

Colemann Jr., utilizando-se tubos de 10 x 120 mm. O tam—

I B T » T e v A e
VIR AE dE L iGe WBGEROL UL 08,

foi o tampao veronal.0,15 M pH 7,4, contendo cilcio,mag-
néSio e gelatina a 0,1%.

Para a determinacao da porcentagem
de lise, incubaram-se volumés lguais de hemacias padroni
zadas e hamdlisina, a 3700 por 30 minutas, obteﬁd@~3@ he

miclas sensibilizadas. As proteinas com atividade de an-

wicorpo, contendo 150 ug de Prot./ml. foram misturadas

wlairs azm diferentes concentragoes, €  hemioias
Gg controles foram constituidos de  come-
plemente £ antligeno e complemento e anticcrpo, szndo e}

gdlo e o COTT
foi adicionado aos tubos de reacao conm excegac do bhranco
Apds incubagdo a 37°C durante 45 minutos, o grau de lise
foi determinado através de leitura de absorbincia a

550 nm.



.,:i"’?_.

3. RESULTADOS.

'3.1. Andlise eletrofordtica da resposta  imune de

Tavagssu tajacu{l.)

Por eletroforese em acetato de celu-
iose seguida de densitometria(Fig.2),pode-se observar no
50ro imune de Tavassu,um desdobramento da regidao de beta

ziobulina em tris componentes,arbitrariamente desicgnados

rats oo Faitas oo hata » L raogig . o lobulinsg & nf
bets a, beta b Leta ©; na regliao de gamaglobulina & ni
tida a presenga de pelo menos duas populagoes protsicas,
por nds denominadas de gama a & gama b contendn resnactl

vamente ¥ £ 13% das proteinas totais presentes no s3ro .

No s8rc £ animal n3o tratado com o ant

-4
Uy
i
o
o
[
Qi
(i
L
n
it
1]

indicic d=

3.2, Cromatografia em DEAE-celulose do sdro imune indi-

vidual de Tavassu tajacu(L.)

A figura 3, nostra uma andliss crona
tografica tipica da fracao pseudoglobulina de sdro imu-

ne de Tavassy em DEAE-celulose, equilibrado em  tam

fosfate 5 = p¥ 8,0, Poran obtidos dois picos de densi-
dade Ciica, denominados A e ¢, em tampdo fosfato 5 my
wH B, 4. foi eluida da coluna depois de
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P1G,2 - Tracado densitomitrico da eletroforese em acara=—

] E3

to de celulose do soro imune de Tavassu(TAY-a-0VA}, e dao

soro de animal nad imunizado (TAY SN). No soro imuns se

rarifica o Ze la
tegsia, b, ¢ gama em pelo menos

da regiao heta

em tres

dois

componey

..
ham dis
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FIG.3 - Cromarografia ain coluna de DEAE-celulose
(5,0 x 40,0 cm), equilibrada em tampac fosfato 5 mM . pE

8,0 (condutividade 800 uS/cm a temperatura
fragas pseudoglobulina de soro de Tayassu, imunizado com

ovalbumina. Observar o desdobramento na regiao de

gama
no tampas inicial, correspondente aos "pools” IgGla ]
IgG2C; 2 frazcao RO vepresenta o total das proteinas reti
das ma colune e eluidas em Nall 1 M,
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fragao C, Apod a densidade Otica ter caldo a ni ivels cons

4 coluna, solucdo de clorsto da sf-
dio 1 M, para remover as proteinas adsorvidas & resing
no tampao inicial; essas proteinas foram denohinadas'frﬁ
a0 RC. As fragfes A e C foram obtidas tambdm de croma-
tografia em DEZAB-celulose de sdros individuais de ani-
mais nao imunizados.

A heterogeneidade molecular observa-

da na frag%m eluida em fosfato 5 mM, indica por analo=-

(WHITE, JENKINS and WILXKINSON, 1953 ;
?IE&CZQRuff OVARY, ELOCH e FRANKLIN, 1963; OSLER, OLIVEL
Fh, SHIN and SANDBERG,1969; OLIVEIRA, OSLER,SIRAGRNIAN e

T T T My AT TONTIEM Y
SANDEER WV g @“”53} ;o

1
(
i

de comportamento cr omatograLlca tipo IgG2.

3.3. Caracterizagao imunceletrofordtica das fragGas nb-
tidas por cromatografia de troca idnica, do sdHro imune

de Tavaszu ftajacu(L.)

—

As diferentes fragcdes obtidas pela

cromatografia de troca idnica, foram analisadas { Fig.a!

* e

utilizando-se como reagente sdro de coelho imunizado com

3070 total de Tavaaaiy s da ocinitaca e T A S

S0L0 tOLAL d& Tayvassu; um arco de precipitagac hopogénao
e e A AN b . -

foi obtide nas fracfes A e ¢, apresentando moblliidada

com aguala das  gamaglobulinas

42 TgG2C em cobala. No sOro to-
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‘FEG.4 - Andlise imunoeletroforetica das fragoes A, ¢, e
RC obtidas por ercmatografia em DEAE-celulose, ut
do~se nas canaletas o soro de coelho anti-sdro total de

Tayassc tajacu(L.) {(8=Ra~a-TAY); este anti~sorc ra=conhs-

ce diferentes proteinas sericas de Tayassu; (ST= sGro to-
tal de Tavassujo mesmo anti-soro distinguiu apenas um ar

, O gque - demonsira 0

indicadas as populagoes

re-albumina,presentes
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PROTEINAS % g/100 ml TAY-2-DVA
{athbumina 31 o ma
9 atfa 2 ot s | .
3 alfa 2 11 0857 i : ‘
4 beta a & 052z | “’\
5 heta b 11 D957 3 :
6 kota c g 0783 : | _ /\
7 gamaa ia 1566 : : %
8 gamab 12 Loa4a ‘ / 51
total 100 $7 00 : ? ! \
e :
o™ - ﬂ
SE T 5 \ |
o S \\/ .{{b“- n g/
- JAETAN
) T e
. o2
PROTEINAS % B0 ] rpAcho Re
1 albumina k) SRR
2 alfa 1 2 SR
3 alta 2 & 100
4 beta & 5 1425
5 beta b 11 Qa‘mrx
8 bela ¢ 13 1105
7 aama a 19 1615
botal 100 8.5 00 f,@\ |
P e £ \
I WA
FIG.5 - Densitometria da eletroforese em acetato de ca=

lulose do soro imune de Tayassu e da fragao RC. Na fra-
¢ao RC, a regiao equivalente a gamaglobulina de mobilida

de eletroforética lenta (IgG2), praticamente corresponde

a linha de bass, o que fornece subsidio para inter
a fragao R,

nratar
como soro total esvaziado de gamazlobulin

lentas (TgG2).
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tal esvaziado do IgG2 (fracgao RC), podem@s notar a -pre-

senga de wn arco pracipibacan de mobllidade eletrofo-
rética compativel com aquela descrita como IgGl na co-
baia (BENACERRAF, OVARY, BLOCH e FRANXLIN, 1963; OLIVEI-

RA, OSLER, SIRAGANIAN e SANDBERG, 1970).

-~

3.4, Controle eletroforétice em acetato de celulose, do

frzcionamento de soro imune de Tavassu tajacu{L.) em

Na figura 5, observa-se que a fracao
RC, cobtidz de cromatografia em DEARE-~celulose 4o sors ds

Tavassu znti-bvalbumina (esvaziada em gamaglobulinas fi-

pQ'EgGZE, guando submetida & eletroforese em aceizto de
celulose, mostra um perfil densitometrico indicative da
auséncia de gamaglebulinas na regifo da gama lenta. UNo
soro imune, observa-se um nitido aumento na regiao de ga

ma rapida, regizo esta de migragio eletroforética coeren

te com aguela das gamaglobulinas IgGl.

3.5, Filtragao em gel de Sephadex G-200, do soxro - motal,

pseudoglcbulina e fragaoc RC de Tayassu tajacu(L.)
Oz valores de Kav determinados para
I6G e sac compardveis Agqueles descritos na lite
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FILTRACAD &R SEPHADEX G~200

o
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acao gm gel de Sephadex 6-200, ecuilibrads

em tampac fosfato §,05M pH 8,0; utilizou~se coluna { 2.3
% 90,0cm) tipo PYhavmacia Upsalla, com fluxo ascendania
A o ‘3} 0 —1 ?'“' AL = A o 1 g i i i bie i & =
cg Boa WU misacsvra. Bsta coluna foi calibrada com os mar-
cadores Anul
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mesmas condigoes experimentais) do soroe total, fracao RC

ssaudoglobaling de A=) A TaCuporag £ CERPTessa
em termos de percentagem de unidade de densidade otica

recuperada em relagao ao "input” na coluna. Notar que o
soro total esvaziado de IgG2 (frag&o RL) ainda contem ou
tra populagac de Igl que corresponde Aquela detectada

por imunoceletroforese na fracac RC (Fig.4).

ratura {(Fig.8) por LAURENT & XILLANDER, 1964.

A filtragao em gel de soro total,

zzeudoglobnliina e fragao RC de Tayassu, & mostrada na £i

sura (7). HNos tr8s casos, pelo menos trés picos de dansi

dade otiga,.denominados I, II e III, sao evidentes, Os =i

9}
3
[
4
!
i
i
=1
£
i
e
<
[oN
(4

m ser interpretadcos como IgM, Tg¢ =
- respectivamente, pelos seus volumes ds esluigao.

A fragac 2C subm

etida a filtracao em gel, mesmo =2:5s ter
s8ido esvaziada de IgG2 pela cromatografia em DEAE~celulo
gse {Figs 3 e 4 ), mostra um pico de densidade Otica num

volume compativel com IgG.

3.6. Caracterizagao imunoceletroforética das pProteinas

TG, obitidas de filtracao em gel de Sephadex G-200.
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TIGLE - das proteinas tipo

. onnidas pev ocyvomatograiis em DEAR-celulose e filtrva

coelho anti—-soro total
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de Tayassu. Observar a nitida diferenga de mobilidade e~

tarroforeaticna entere a onraosina

i
.
-
A

Lelsia »

Aoy R

@

aguelasg
IgG2C obtidas de cromatografia em DEAE-celulose. S$T=soro
total de Tayassu; IgG2A= fragao obtida em cromatografia

em DEAE~celulose do soro total de Tayassu; IgC2C= fracao

da cromatografia em DEAE-celulose do soro total de Tayassu;

IgG=RC= pico TI da filtracgao em gel de Sephadex G-200 ’
da fragao RC; RC= soro total de Tavassu esvasiado - de

IgG2,

wipo IgG2 presante na fracao pseudoglobulina & soro to-

wal e outrs tipe IgGl correspondente ao pico IT da £ii-
tragao em gel de RC {Fig.8). Na fragdo RC & evidente a
mobilidads sistrofor8tica tipo IgGLl como descrita no sis

tema cohala (BZHACERRAF, OVARY, BLOCH e FRANRLIN, 1963).

3.7. Imunodifusao dupla das fragdes A, C e RC obtidas de
cromatografia em DEAE-celulose, e a populagao tipo IgGl,

obtida de filtragao em gel de fragio RC.

As experiéncias de imunodifusdo du-
wla (Figs. 9 e 190), mostram identidade entrs as fracdos

A e C cbtidas da cromatografia de pseudoglobulina

com ovalbumina., Fol evidenclada um Yes

porac® entrs zs fragles € e RC (Fig.9) e as fragoes A &
ITgG-RC {Fig.i0:, o gue evidencia relagac antigenica e

identidade parcizal antre as inunoglobulinas tipo IgG2 e

RS F—

2
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de Tayassu{8). A presenga de um "esporao”, demonstra re-
L acde 14 ERER s T i
Identidade antigenica parcial entre as populagoes mo-

leculares de mobilidade TIgG2 e I1gGl do soro total de

Tayassu imunizado com ovalbumina e revelado com soro de

coelho anti-soro total de Tavassu (S=Ra=~a~TAY). Obser-
var o esporas que indica relagao de identidade  parcial
entre as populagoes de mobilidade eletroforstica tipo

TgG2 e.aquela semelhante de IgGl.

FIG.11 - Imunodifusac dupla (CUCHTERLONY, 1958) de fgﬂzﬁ

IgG2C e I3G-RC (pico LI da filtracao de RC em gel de 3a-

phadex) com ovzlbumina, notar a atividade de anticorse
precipitantes uss tres populacgoes. Zstao indicadas as con




mslm

-

FIG,12 - Analise imunoeletroforatica do  soro imune de
Tavassu{(8T) com antigeno (DVA, 500ug/ml),; observar um

* » et 5 - a -
arco de precipitagao visivel na regiao compativel com an

ticorpos de mobllidade eletroforéetica identica a2 IzC

ft
-

nao foi observade arce de precipitacao com o ant

regizo de migraczo de IgG2. Como controles, nas

condigoes expevimentals, foram analisados o soro

total de Tavassu(ST) e a fracdo RC obtida do fracionamen

o deste anti-soro em DEAE-celulose revelados por sors de
coelho anti-soro total de Tavassu {(S=Ra-a-TAY),




s VA

3.8. Demonstracgao de atividade de anticorpo por precipi-

1

Sy e, BOTO

[RRS 3 B AP 8 S A

total de Tavassu tajacu(L.), e na fragéé IgG~RC {pico II

da filtragao de RC em gel de Sephadex).

A étivi&ade de anticorpo no soro to-
tal, fragoss A, C e IyG~RC, foli demonstrada uﬁilizandu
se as técnicas de imunodifusio dupla em gel de &gar | e
tmunoeletroforese (Figs.ll e 12). Na imunodifusao dupla
o antigens foi empregado nas concenuragoaa de 0,1; 0,2 ;

A ] I 7 TN 3
ceTr L,0: 1,5 & 2.0 mu s

iﬁ

Prot./ml. & imunceletroforsss

do sore de Tavassu anti-ovalbumina, utilizando-se na ca-

nazleta o zntigeno, mostrou um arco de precipitagic na g
giao de mobilidads compativel com a presenga ds ilmnunogio

[

bulinas IT¢Zl (Fig .W2), néo'se observandc reagac gz prec
pitagadc na regiac correspondente & mlgracao de Lmunoglo

bulinas tipo IgG2.

3.9. Ceontrole da digestao pela papaina da imunogicbulina

IgG2 de Tavassu tajacull.)

Na figura 13, e mostrada a cromaso-

grafia ticica de digestao durante 15 mimitos pela papaina.

com a parte ativa

5 mM pld 8,0,e passa



=3 T

Livremente pelas coluna; os fragmentos Fo e FPo’ sao elui-

51 [E e ] o e e - S ey g
LM, A figura L4, mosiva O aonoioe

le imunoeletroforético de uma digestdo papainica de 15
minutos, vodendo observar-se a relagao de nao identidade
entre o fragmento Fab e o fragmento Fco, bem como ideﬁtim
dade parcmul ﬁ{tra os fragmentos Fco e Fel, revelad05 p0r
saro de gcelhc anti-soro total de Taxassu.{soma]; Fig,bﬂ;

Zm tempos de digestdo de 2 e 16 horas, o fragmento Fc¢' .,

i
i
@]
h
O
}-—Jq
H
0
5
o
5" 3
i’ h
0
o

or este anti-soro, indicando gus nesg=~

20, o mzsmo fol degradado em  oegue-

LS O soro I absorvido com fragmento Fah 5;
ro II, Fig.ls), perde conseguentemente a capacidade de
reconhegar. o3 determinantes antigénicos contidos Falh,
reconhacsends apenas os detmrmmhamtgﬁ antig@niccz classe
especlificos localizados nos fragmentos Fo e ¥

3.10. Isolamento dos anticorpos do soro imune de Ta ayassu

tajacu(L.) por cromatografia de afinidade.

As lmunoglobulinas com atividade da

anticorpo presentes no soro imuns de Tayassu, foran 1so-

bk

ladas por cromatografia de afinidade, utilizando-sz po-

o .
liaminopolistirano

gue as proteinas eluldas do imuno-

§J5 3

g, ;
pETTEnTe 8m

cido, sra constitinda de uma mistura de
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ttos) em DEAR - celulosse.

mM pH 8,0, colupna de(l,0
o fvagmento Fab, praticamente nao interage
e forca idnica, passando livremen-—

. . - 3 . .
te pela coluna: o material rTestante {(Feo + Fe')y fol elul
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fayassu, revelada com soro de coelho an-

Fab (soroc ITI). Gh:

¢ e Fe' mo digesth
fyagmento Fab{obri-
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doe de cromategralia em DEAE-celulose do digesto. total ,

Laloe A& 3 o

TRIEE S8 Telonideder o8 s

tes antigenicos presentes em Fab; em £,8 indicada a mole

cula nativa antes da digestao, e em DGPC, o digesto total.

amticcrpos IgGl & IgG2. Pelo teste de imunodifusﬁo dupla
(¥1g.16), ficou demdnstrado gque as proteinas eluidas da
coluna de imuncadsorvente, nao perderam a capacidade de
reconhecimento especifico, nesmo apds a agdo 22 acido

Licina-HOl 0,1M pH 2,00 .

com o anTligeno, pelas fra§5es A e { {(obtidas ds zromato-

-zalulose de soro hiperimune  de

tajacu{l.}{znti-ovalbumina), soro imune total e z fragao

IgG~RC {pico II da filtragao de RC em gel de Sephadex).

0 soro total como as fragoes A, C e
IgG~RC, foram capazes de aglutinar hemicias sensibilliza~
das com o antigeno (Tabelas I e II). O maior tituic obti

-
H

do, em termos de anticorpos hemaglutinantes foi aguels

da fragko IgG-R{O gque representa a populacac molecular ds

anticoroos de mobilidade IgGl.,
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FIG.15 ~ Analise imunoeletroforética do anticorpo iscla-

do(Ab-a-0VA) pelo procedimento de cromatografia de afini
dade utilizando-se como suporte insolivel PAP~CVA ‘oval-
bumina acoplada por diazotagao ac poliaminopolistirvenc,

segundo GYENES SEHON,1960). A fracao IgG24 ut

; » demonsira gque o anticorpo isolado re i

lidade =zlsac ca acteristica de gamaglobulina. O
do precipitacgao, correspondente  ao mate-

sial eluide da coluna Jde imunmoabsorventa, indica tratar

-se de populacac heterogenca de anticorpos. Nas canale=-
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N

tas foi aplicado soro de coelho anti-soro total de Tavassu
e 1 coluna de imunosbiarvente; Abs anticoroo elud-

do em meio acido; IgG2A = primeiro pico de densidade oti-
ca obtido da cromatografia de soro imune total de Tayvassu

em DEAE.celulese.

FIG.16 ~ Imunodifusao dupla (OUCHTERLONY,1958) deo sluato
da cromatografia de afinidade. Os anticorpos obtidos de
diferentas cromatografias (AbL, Ab2, AD3, Ab4), mzo per-
deram a capacidade de reconhecimento especifico, mE ST
apos eluigao em meio dcido (tampao Gly-HCL 0,1M pd 2.0)

ol aplicads na canaleta a ovalbumina na concentracae da
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3.12. Anafilaxia cutanea passiva (BCP) dinduzida na pele

hetercloga de porco domeéscico, pelas imunoglobulinas  do

soro hiperimune de Tayvassu tajacu{L.)

A tabela III, mostra que © ‘soro de
Tayassu imunizado com ovalbumina, € capaz de sensibili-
zar a pele heterdloga de porco doméstico (nas condigoes
descritas em material e métodos). Déntré as imunogl@balé

oot e
HEE BeR

vaerificar que aqueles de mobilida=
de caracteristica de IgG2 {IgG2A e IgG2C) nado si3e capa-

es de des a reagao de ACP na pele heterdloga de

]

-

imunoglobulina capar dssta

porec domE

atividads

gn

estd contida nz fragao IgG-RC; foil considérad cositiva
a reagao &z 10 mm na pele. -

3.13. Fixacgaon de complemento pelas imunoglobulinas pre-

sentes no soro hiperimune de Tayvassu tajacu(l.)

Os resultados representados na figu

sao capazss de ativar o sistema complemento de ook ]
la via clissicar as ilmunoglobulinas tipe IgGl de Tavassu
nzo tem =3ta . Gsta figura mostra ainda  gue
20 se exnprassar o complemento fixado em fungao da concen
Sraga dﬁ_antiganﬂf obtem-ga como esperado, uma curva se



-

melhante dgueala da precipitacido me meio liguido { MAYER,
CSLER, BIbR & REIDELBERGER, 1943 . 05 resultados obtidos
expressos desta maneira, mostram gue o anticorpo IgG2A &
mals eficiente que o anticorpo IgG2C no desencadeamento
da ativagao da via cléssica de interagdo com o  comple-

mento.
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FIG.17 - Fixacao de complemento pela via classica das i-
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muncglobulinas TgG24A, IgG2C e IgG-RC. Es
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a fizagae de complemento em fungao da concentraceas de an
zigeno, mant sa constante a concentracac de anticor-

FLAab/fml)y, guantificad © fermas d2 anti

eraglr com o sistema comple
1

ARITA, OLIVEIRA, resul-
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TARELA T
mwammwcﬁwmwmmo.@mmmwdm&mwmgwm%mmmmmmwvwwwwm&ymaﬁ

1.
Fas

ovalbumina, devida ao soro imune TAY-a~-OVA e IgG-RC (Tgil)

w 2 o A ™y T nE . e +
ARAUJO B 0es ;. ARITALM, 5. = OLIVEIRA,B.

Diluigoes dos sdros imune

Soro- _ a 1: Controles
imune 500 10046 20060 4006 8000 16000 32000 £4G00 128000 L Cz 3

TaY¥-a—-0VA + 4 + + + + + + - - - -
TgG~RC . + + o+ o + + + - - - - -

. hemicias taninizadas o smensibilizadas + salina

77 = hemacias taninizadas nac sengibilizadas + so0ro diluido a 1:500

3 = hemacias + sdro diluido = 1:500

I

(*} IgG=RC = pico 1L da filtracis am go

e

DEAR~celulose de sorxo imune; mobiilidade eletroforética conpativel

com IgGl de cobaia,

(1) Resultados nio publicados.
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TABELA 11

Hemaglutinagdo passiva de hemacias sensibilizadas com ovalbumina

e
~

devida a fragZo IgG2 do sdro TAY-a=-OVA e as

FL e e - I -
ARBUIST, AL, ; ARITA, M. 8. &

e &
fa

sub-populagdes & o O

e

OLIVEIRA,B.

sOr0s imune a
166 200 A040 800 1660 3200

1 Controles

6400 12800 CI C2 <3

n {IgG2A) . + + + +

2 {(IgGZC) + + e + + ~-

i

hemacias taninizadas e sonsibilizaedas + salina

2 = hemacias faninizadas fragao
73 = hemdcias + [ragic do soro

- . — - e

do gdro diluido a 1:100

{*} Fragoes obtidas de cromatogralia em DEAR~celulose

‘+} Resultados nao publicades.

de sO6ro imune {(TAY-a-0OVA).
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TABRLA TIT
anafilaxia cutinea passiva on pele heterdloga induzida pox

imunoglobulinas de =p, imunizado com ovalbumina (TAY-2-UVA)

J— et et e S
Material inoculado iobilidade eletroforatlon Concentracgac de protelnas ACP.
: : e local (0,1 wmi)

rtaristica por

Soro total {TAY-a-0OVA) 100 pg +
Fragao A *% S TgG2 - 80 ug -

rragao C **% 1gG2 : 100 ug -

[# 5

¥ragao IgG-RC #% TgGL 0 ug

“aCl 0,15 M _ _

sundo OVARY, (1958) com periodo de latédncia de tris

() wmmmwo de ACP executads

"horas; o Azul de Evang 1% mals o wmﬁmoﬁﬁe {500 pg de Prot./ml) em voluma de

2,0 ml, foram inoauliad via endovennsa: peor via intradermica,as
2a na pele heterdloga {0,1lml fragac, looald

Loma na pele do porco doméstioo, e vwine-

Foi considerada posibiva a

te dias de idade e pesands em torno de 3 gquilos.
_{*%) Fracdes A e C obtidas de cromatografia em DEARE~celulese e fracgao IgG-RC (pico

II da filtragaoc de #C em gel de Sephadex.
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4. DIscossio

E muito importante desenvolver-se as
guema de imunizacio que leve a uma sintese relativamente
alta de anticorpos Lipo IgGl; &ste anticorpo esﬁé presen
S te em concsntragao balxa em soros "normais” de animais
classicamente tliizados em modelos experimentals de es-
tudo da estrutura quimica - atividade bioldgica de imuno
globulinzz come o camundongo e a cobaia. No qoxo“normal

de oobziza e camundongo, a voncentragao de .. anticorpos

Igzl & c8reca de dez vezes menor gque a de IgG2( BINAGHI,

A analise da resposta imuns de Tavas

& nitida a2 discriminagao de pelo menos duas pooulagoes
na re?iéo de gamaglobulina acompanhada de aumento no teor
de gamagiobulinas mais rapidas em relagaoc ao anddo (Fig.
5); aé gamaglobulinas de migragao mais rapida se locali-

zam em zona de mobilidade eletrofordtica compativel com

=

agquela da imunoglobulina IgGl de cobaia, o que pode se

{h
i

visualizade na figura 4. Assim, a eletroforese em acsi

§]

to de celuloss de soros individuals de Tavassu, indica
guae o esguena de imunizagas utilizado para este imal,

manto preferencial na sintese de imuncglo

a
o
{ur¢

T
by
S

avorece nesta espéci animal,
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estudos comparativos entre populag5es moleculares conpro

. > -1 o .l T - — . . . =] n . N » s .
rrisn e 4o CEOVTR Y R Ty g e o oy o Promyogr e Loy el SRR
T2 TGRS OO a0 sl ‘it; s mIA L DLIerancan T a»:,} D5 O SaTLVLIOROS

r"

bioldgica, tema atual que tem sido motivox de inlmeros
ﬁrabalhos realizados em outros sistemas imunobiolégicos
(BENACERRAF OVARY , BLOCH e FRANKLiN, 1963; NUSSENZWEIG,
EENACERRAr, 19643, 1964b, 1966, 1967; UTSUMI,1969; LAMM,

LISOWSKA, BﬂPﬂSTEIN e NUSSENZWEIG, 1967; SANDBERG,QSLER,

§me)

SHIN e OLIVEIRA, 1970; LESLIE, MELAMED e .COHEN, 1971 ;
STRANGIONE, _“m&KLIW FUNDENBERG e KOSHLAND,1966;De PREVAL,
FINK e MILETIIN, 1970; SVASTI e MILSTEIN, 197C; PERRY e
MILTEIN, 1970 COLOMB, ?GRTEE, 1975;OV%RY,SALUK,.QUZJEQ&

e LAMM, 1374).

As fragoes A e C obtidas por oromato

grafia em DEAT-~celulose do sbdro de Tayassu (Fig.3:, qUED
do revalg: =z .may s0re de coelho anti~gdro total e Tavassu,
) : SAAsEY

exibiram cadz uma, um Unico arco homogdneo de precipita~
¢ao, mostrands migragio eletrofordtica de IgG2A e IgG2C
de cobaia {OLIVEIRA, SANDBERG, STRAGANIAN e QOSLER,1970):;
a fragao RC (esvaziada das proteinas de mobilidade ele-
troforédtica IgG2) mostrou na regiac de gama um arco niti

do de precipitagao de mobilidade eletroforética szmelhan

te aguela de IgGl de cobaia (BENACERRAF, OVARY, BLOCH =
FRANKLTN, l§63; OSLER, OLIVEIRA, SHIN e SANDBERG. :
OLIVEIRR, 82X SIRAGANIAN e OBLER, 1970).

Oz resultados obtides revelam gus o©

ponde ao estimulo antigénico, sinteti

01

N

roteinas de meobhilidade eletroford
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tica de IgG, facilmente saparavels por cromatografia de
troca ;5nica, | | |
A filtragao em gel de Sephadex G-200
do sbro total, pseudoglobulina e fragao RC, seguida do
controle imunoeletroforetico (Figs.7 e 8), mostrou gue
as trés populagdes moleculares A, C e IgG-RC ( pico  II
da filtragao em gel de fragao RC) colhidas em = volume
iddntico aquele do marcador (IgG de coelho purificada)in

dicativo de néso molecular caracteristico de TgG, podem

como TgG2A, IgG2C e IgGl em corraspon—
dzncia com as Lmunoglickulinas de cobaila {EENM¢EQﬁh¢Sgu v,

1963; OLIVEIRA, SANDBERG, ESIRAGENIAN =

guando testadas por imuncdéifnsac du-
pla, imuncsligtroforese e hemaglutlnagao, estas proteinas
mostraram atividade de anticorpo (Tabs.I e II, Figs.ll e
12} . Na figura 12 a auséncia aparente do arco de precipi
tagao correspondente a IgG2 face ao antigeno,poderia ser
explicada por tztulo ‘relativamente mais baixo de anticoxr
po--IgG2 nessas condigBes axperimentalis.

0O tratamento acido com tampac glici-
na-HCL) G, 1M 22 2,0 aem haixa temperatura, a
nzo interferiu na atividade de combinagdo dos anticocrpos

especificos. zluidos de coluna de imuncabsorvente utili-

suporte insolivel (Pig.l6).0 rendimen-
<o do méitods sods ser considerado bom, comparavel com a-

gusles cobitidos com o use da outros suportes como a Ssapha
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rose 4B, PAB-celulose (WEBB & LAPRESLE, 1964), Bromoace—

cil celuloss (ROBBINS, HATMOVITCH & SELA, 1967) = antig
¥

\-?e

no proteico polimerizado com gluteraldeido ( AVRAMEAS e
TERNINCK, 1949},
Os fragmentos Fab, Fco e Fo' carachte=-

risticos de degradacao proteolitica pela papaina, a mobi
kY ™ E —_—

f—
}..3;
(s
o
i
i
0]
I......}
U
o+
]
3
by
O
(E) 3

tica da molecula nativa, seu coeficien
te de sedimentagac (POSRUS, DELLACHA e PALADINI, rasulta

dos nao publicados) composicaco global de  amino  acidos

POSKUS & QLIVEIRA, resultados naon peY Rl

lacoaes pr: 5 A, ¢ e IgG-RC purificadas dao

g o ey

Tavasgy, come anticorpo IGG2ZA 78,IgG2C 73 e Igil (Teh,IV) .

A atividade hemaglutinante

G-RC testadas com hemacias de carneiro ser

;D

sibilizadas com cvalbumina, demonstra gue a fragas TgG-RC
apresenta titulo maior em anticorpos hemaglutinantes, o
gque vem corrobhorar os resultados obtidos de densitome-
tria de sdro imune e fragao RC (Fig.5), que moshra um ni
tido aumento de IgCG rapida no sdro do animal imunizado.
A heterogeneidade de anticorpos Igd

& relatada 2n Virias espdcies animails { BLOCH, MOE

MERRYMAN- & BENACERRAT, 1951

MAOTT AT

LB AR W S

™ Fatd TTAT T TN
BLOCH & RANKILIN, 1963;

-
(o]
oy
i

y HARRINSON & MAGE, 19¢7;

BINAGHTL,1904; PORTER & ALLEN,
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19721 . WOPw?Gq»hﬂﬂda%ﬁ molecular de anticorpos no  soro
imune do porco dom@Estico - animal artiodactilo, de evoly

¢cdo paralela aguela dos Tayassuidae desde o oligoceno

(Fig.1l) - foi descrita na regiao de IgG ( SETCAVAGE e
KIM,19768), com evidéncia de populacdes moleculares inter
pretadas como IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 (‘KKHH&EDER;&JOHN&E&
1872a 1972b). Na cobala fol descrita heterogeneidade mole

eular na regiao de IgG2 (NUSSENZWEIG, LAMM e BENACERRAF,

e MIYATTMA, 1967; OLIVEIRA, SANDRERG, SIRAGANIAN

vidual de diversos exemplares des

{Fig.3), realgs a heterogensidade descrita na cromato-

grafia <= =zove imune de cobala ( OLIVEIRA, SANDRERGE,
IRAGANIAY s OSLER,1970); o pico correspondents i oopula

cao molaculsr Ig32C € mais proauncLado & ayreaﬁng con~
centragé& de mnticorpo comparavel aguela cérx¢5§@nd@nt&
aos anticcrpeos contidos em IgGZA; na cobaia, baiza ativi
dade de anticorpos fol detectada na fragdo TgG2(C; estes
resultados forneéem subsidios experimentais, nio propi-
clados pelo sistema cobaia, que facilitam em wmuito, es-

tudos estruturais que possam explicar o polimorfizmc en-

o

contrado nessa regliao. Uma inte }nreFdﬁdo baseaa:

3 0 adan-

me de digsstizo pela papaina de IgG2A e IgG2C de cobaisn

{qua dentidade de estrutura antigénica } zeria
rres, difeririam  entye
interpretagac  seme-

ados obtidos por SELA,
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TABELA IV

Imunoglobulinas tipo IgG de

e

Tayvassy sp

-

iy

o

L E

| ,A 5 5

Proparagio  Caracterizacio  Peso Molecular — Coeficlerte  Fixegao P Corposiaao < s
Eletroforaética {2y - e de {5 global am ALA. 0 L

. R

{1} Sedimentacac Complemento sermelhante a -
(3) (4) . de 196 ( 5) Mwmw
P - : i Py

A IgG2 150 000 75 + - +

c _ IgG2 150 600 .78

RC IgGl . 150 000 _ ND - + ND

(17 Mobilidade eletroforética em tampao veronal 0,05 M pH 8,0, utilizande como
gel de agar a 1%.

suporie

(2) Peso molecular determinadce sogundeo o volume de eluigd@o na filtragio em gel

phadex G-200 do marcador ntilizado. ( valores de Kav determinados).

(3' Valores determinados por POZKUL,L.; DELLACHA ,J .M. e PALADINI,A (resultadnos Hao pus
E iy
blicados), no Departamento de Onlmica Bioldgioa da Universidade de Buenos AL7es.

{4) Fixacao de complemento pela via classica, realizado seqgundo MAYER,HM.(15G4) .

(51 Anafilaxia cutdnea passgiva na pela heterdloga de porco doméstico segundo OVARY (1954]

(61 Composicgac global de amino acidos, comparada com aquela descrita na literatura,

LAMM, M. 1. | 1969 deterninnds por MARANGONI,S.;ARITA,M.5.; POSKRUS,B. & OLIVIEIHNL, 4,
ﬁ

I

resultados nao publicados).



GIVOL e MOZES,1963; SELA,1966, 1970; SELA e MOZES, 1969;
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SELA, SCHECHTES

,m,
o
1
tw
C
b

;..

eyt e t e _,. [P - P oy J T T
ni ;90{; que separasam duns popula

goes de anticorpos IgG de coelho, gue mostraram relagao
antigénica de identidade, e gue por digestao pela papail-
na liberaram fraqmantos Fab tipo II e tipo I relaciona-
dos com a mobilidade eieﬁroforética da moléaula  nativa
T IIX I OQ IT IIZ II, nomenclatuza dos fragmentos Fab
& ?c‘adotada nos estudos pioneiros de PORTER, 1959). Em
anticorpos de cobala anti-hapteno. fol demonstrada na re
siao de gammal, gue fragoes de mobllidade mais lenta cog.

tamouma menor proporcad de moldculas I (portadora de ca-

ficativas de bilidade eletroifioretica de ¢ ng  iewves
foram sncootradas em anticorpos de coeslhos imunizados
com peptidzos sintéticos e que estao relacionados com a

mobilidads eletroforetica das moleculas nativas ! MOZES,
ROBBINS & SBLA, 1967). Em condigaes em que a heterogened
dade de cadeia leve‘nao interfere (cadeias pesadas isocla
das apds sulfitdlise oxidativa) foi descrita no soro de

porco dom@stico (METZGER, NOVOTNY e FRANEK, 1971) hete-

{75 )
i

rogeneidade na regiao de IgG devida a 1dentlflcagéa_

pelo menos trés tipos de cadeia pesada denominadas gama

a, gama b e gazma c. Heterogeneidade devida & cadeiaz pesa

.~

Za, fIpil descrita am pﬁpulﬁg'@ moleculares de canundongo,
dzneminadas IgGiz & IgGZb, antigénicamente distintas,

mostrandia diferencas estruturails na regiao da dobradiga;
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a IgG2a contém Lreés pontes diszulfeto inter~lf 2 a TgG2b

T

contem guatro [(De BPREVAL, 2
4 5 £

b
=
i

alaz

1
Lh
if

TH e MILBTEIN,LS70). Cad
polipeptidicas H.e L de anticorpos de ccbaia de diferen-
tes especificidades mostraram diferente mobilidade tanto
na regiao de gama 2 como na de gama 1, guando ewamznadas
por eletroforesze em disco na presenga de uréia e em pH
alcalino {ARQNM, LAMM, 1967).

Considerando o conjunto dos resulta-
G008 apresentades, mais os resultados obtidos, écmados

agonals de IgG2A e IgG2C de sdro imu-

¥
fmbe

{vORRUS, MARANGONI, ARITA e OLIVELIRA,resul
tados nac publicados) nos parece que pelo menos no  caso

AVAESL, a heterogene Ldady descrita na regizo 4 gana

2, possa sar o reflexo de dois fatores SUDBTROS L
rogenelidnls 2m fternos de cadaias leves kappa
&

ridades estruturails localizadas na

mais paoul

sada. Caso o progresso de nosso trabalho suporte essa hi
pdtese, justificar-se-ia averiguar esta situagac estrutu
ral no sistema cobaia e, também em outros equivaientes no
sentido de testar a possibilidade de estarmos diant=s ds
um evento bioldgico de maior amplitude.

A metodalogia descrita neste traha-

lho nao foi orisntada para se detectar em Tayassu, hete-

rogeneidade na regiao de mobilidade eletrofordtica ondsa
migram as imunoylosulinas denominadas IgGl.
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contidos na fragho IgG-RC, enguanto gque 0s anticorpos Tl

e P [Fo O T S L P T :
20 Lgld nad Tan essa propriedacde (Yaz,LLD)

anticorpos IgG2 e IgGl, em termos de atividade bioldgica.
Entretanto nossos resultados nao permitem gqualificar os
antiaorpos IgGl como heterocitotropicos ( EECKER, 1971 )
pols nao temos evidéncias experimentais de que_éles se-
iam capazes de se fixar no tecido homdlogo.

| A atividade de interacio com o siste
ma complemento pela via classica, mostrou~se uma proprieg
entre as populagoes IgG2A e IgG2C

Na cobaia nao foi evidenciada hete-

populacos:s TgG2A e IgG2C; come as evididncias stuaisz. ind
cam gus 2 fungao de ativacido do sistema complemsanto e
uma propriacade relacionada com a cadeia pesads, a:ﬁum

tamos gus zs populacoes IgG2A e IgG2C  devam zantar

nuances estruturais na cadeila H, possivelmente responsi~
vels pcr egssa diferenca de comportamenﬁo bioldgico. Ten-
do em vista a diferente fixagao de complemento face a
mesma concentragio de antigeno mostrada por essas  duas

sub~populagoes moleculares, impor-se-ia um estudo anti-

-4

tative do consumo de componentes individuais em oadacaso.

Nao executamos ensaioc para teshar sa

e O3IER, 1269; SANDBERG, SHIN, OSLER e OLIVEIRA, 13%87¢
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No porco dom@stico, animal artiodac-
tilo de convergencia filogengtica com Eﬁmilia Tayassuldae
no oligoceno (ROMER, 1966) embora tenha suas imunoglobu~
liﬁas bastante exploradas (FRANEK & REHA,iQGé; HARRINSON
& MAGE, 1967; FRANEK & NOVOTNY, 1969; METZGER, NOVOTNY e
FPRANEBK, 1871; -E‘IOV{Z)TNY, DOLEJS e FRANEK, 1972; IE%ORTER .&
ALLEN, 1972; FALTREIDER ¥ JOHNSON, 1972a, 1972b; BEALE,

574;SETCAVAGE & KIM, 1976) pouco alnda se conhece .das
regioes moleculares dessas imunoglobulinas envolvmdas no
desancadaamento de processos imunologicos.

A ¢&Dorham01a de comparagoess filoge-

iy

neticas dantro da linha evolutiva dos Tayassuidas & evi-

trabalhos de WETZEL, (12753
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RESUMO

segundo o es

A resposta imune de Tavasgu tajacu(L.),
leva a uma sintese preferencial de imuno

1.
guema descritoc,

globulinas tipo IgGl
Por cromatografia em troca idnica e filtracao em gel

da

& opulagoes de anticorpos designadas,
com mobilidade eletroforética ca-
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Qram separacas
T¢G-RC,

{ii

obulinas IgGZA
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de, mcstraram*se raesistentes ao tratamento acido,utilizg

L
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6. A técnica de hemaglutinacido passiva, demonstrou ti-
tulo maior de anticorpos hemaglutinantes na regiao de
IgGl, o gque corrobora os resultados da analise eletrofo-

rética da resposta imune de Tayassu tajacu(l.).

7. A degradacio proteolitica dos anticorpos tipo  IgG2

e Tavassu tejaculLl.), apresentou os fragmentos Fab, Fo
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stao pela papaina de imuno— .
giobulinas sxtensamente estudadas do ponto de wista  es-
trutursl tals come a IgGZ de cobaia 2 a Igh de coslihojos

ab foram separados por cromatogralia &2 tro-

ca i0nica. 2 susceptibilidade 4 protedlise nas zondicdes

i

realizadas, nzao permitiu distinguir peculiaridadess de es
trubtura antigénica ou de mobllxdade eletroforética gue
pudessen servir como critério diferencial das proteinas

purificadas.

8. A heterogeneidade observada nos anticorpos IgG2 da

Tayassu tajacull.), & mais pronunciada que aguela descri

ta nas imunoglobulinas de cobaia.
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9. Em termos de fixagao de complemento pela via cliassi

ca, 08 anticorpos LgGLA sa0 mails eficientes que agueles
pertencentes & populacao molecular denominada IgG2C. O0s
anticorpos IgGl nao sao capazes de ativar o complemento

paela via classica.

10. Os anticorpos tipo IgGl de Tayassu tajacu(L.), 520

capazes de sensibilizar a pele heterdloga de porco domés

rico, enruanio gue aqueles caracterizados como IgG2, sao

B
1

desprovidos desta atividade bioldgica.

ir
i
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6. CoNCLUsfES

Os resultados apresentados indicam

gue o sistema imune de Tavassu taiacul{l.), oferece a

Opcxﬁunidade de se obter a partir de sdrog individuais
concentragoes apreciiveis de anticorpos prontamente iden
tificaveis por %5; cnicas imunogquimicas, que fazen a media
gzo de difsrentes atividades biollgicas e gue podem  ser
fazecilmente isolados e analisados.

Como consequéncia, o3 rasultados ob-

idos do sdorc imune de Tayagsu tajacu{l.}, favorecsm es-

tudos de estrutura primaria de regides molecula
res cricticas, comprometidas com o difersnte papsl biold-

gico dazs imunoglobulinas degceritas.
A peculiar situagao da Familia

Tavassuldae que apresenta linha evolutiva independente

desde o oligoceno com aspécies ainda sobreviventes, abre
perspectivas bastante propicias para estudos de mapeamean
to estrutural e funcional de anticorpos e suas cadelias

polipeptidicas na escala filogenética.
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