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I. INTRODUCXO

No curso de uma resposta imune os antigenocs
exibem duas propriedades distintas, a imunogenicidade e a
antigenicidade. Por imunogenicidade entende-se a capacida
de do antigeno de induzir uma resposta imune humoral, que
se traduz pela producgio de anticorpos, ou uma resposta me-
diada por células que resulta na produgio de linfdcitos

sensibilizados, 0 termo antigenicidade refere~se a capaci

v + * »
dade do antlgeno de interagir com os anticorpos ou com os
receptores des linfocitos sensibilizados de maneira especi-

fica (ARNON & GEIGER, 1977).

A regiac da molécula do antigeno que reage Ccom
o sltio ativo dos anticorpos ou com os receptores de antige
no dos linfbcitos & denominada determinante antigénico.
Embora as proteinas pPossuam numerosos determinantes antige-
nicos potencialmente imunogenicos, somente um nimerc limita
do destes, geralmente aqueles elementos estruturais que se
projetam da massa central do antigeno, sao imunodominantes,
isto e, exercem uma maior influéncia na determinagio da
especificidade dos anticorpes ou dos linfdcitos sensibiliza

dos (KABAT, 1966).

Nos antigenos proteicos & possivel  distinguir
determinantes antigenicos sequenciais e conformacionais.,
Determinantes sequencials tem a sua especificidade dependen
te da sequéncia de aminodcidos da cadeia peptidica e em

congequencia os anticorpes contra estes determinantes geral



-mente reagem com cadeias peptidicas de sequencia igual ou

similar. Por outro lado, o determinante conformacional

resulta da conformacdo espacial da molécula do antigeno e

0s anticorpos que reconhecem este tipo de determinante nZo
» - -~ ) 3

reagem necesgsdriamente com peptidios derivados da mesma

regido (ARNON & GEIGER, 1977)..

A imunogenicidade de uma molécula depende de
una sarie de fatores (WHO TECHNICAL REPORT SERIES, 1876)

entre os guais salientamos:

~ Posse de numerosos e diferentes determinantes antige
nicos, com configuracdo estivel, de maneira que a
populagac de linfécitos T e B especificos seja re-

lativamente grande.,

- Distribuigao adequada dos determinantes antigénicos

para a interacao com os receptores dos linflcitos.

- Presenga de determinantes antigenicos que reajam cru
- . . . . - e

zadamente com antigenos com os quais o individuo ]a
tenha se imunizadoc previamente, de mode que haja um
nimerc maior de linfdcitos T e B potencialmente

reativos,

- Capacidade dos macréfagos de fagocitar o antigeno e
reté-lo em ferma adequada para a apresentagido ao0s
linfocitos.

~ Egtrutura molecular adequada para evitar uma elimina

¢do rapida do organismo. A estrutura molecular &

também relevante, na maioria.das vezes, entre outros



fatores, pela multiplicidade dos determinantes anti-

genicos.,

Duas populagces de linfdcitos est3o envolvidas
na resposta imune, ambas originadrias de células indiferen-
ciadas da medula Ossea - a populégéo de linfoaitos T e g
populagao de linflecitos B, sendo a primeira  responsivel
pela imunidade mediada por células, aiém de participar tam-
bem na regulacgdc da resposta imunologica, e a segunda res-

ponsavel pela imunidade humoral (RAFF, 1973; BAKER, 1975).

Duas subpopulactCes de linfdeitos T estlo perfeitamente
definidas =~ a subpopulacdo de linfécitos T auxiliadores
e a subpopulacao de linfdcitos T supressofes (BAKER, 1975 ;
DUTTON, 1978; GERSHON, 1980)., E fato conhecido que para
antigenos'timo~depend@ntes, como a Ig6 de coelho, hd neces-
sidade de linfdcitos T auxiliadores para a indugdo da sin
tese de anticorpos pelos linfGcitos B, fendmeno conhecido
por cooperagao celular (RAFF, 1873). Embora os dados da
literatura n2o sejam claros hi evidéncias sugestivas de que
existem diferentes tipos de linfGeitos T auxiliadores pa-
ra diferentes classes e subclasses de imunoglobulinas, tal
como ocorre com 05 anticorpos de classe Igh (KISHIMOTO &

ISHIZAKA, 1873; ISHIZAXA, 1980).

Nos ultimos anos a subpopulagao de . linfdcitos
‘T supressores tem sido cada vez mais estudada. Em certos
sistemas tém~-se mostrado que ela pode bloquear a sintese
de anticorpos para antigenos timo-dependentes interferindo

com a atividade dos linfdcitos T  auxiliadores especificos
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ou ‘agindo sobre linfdcitos B e plasmécitos, supriminde a
diferenciacgac dos primeiros e a sintese de anticorpes pelos

Ultimos (TADA, TANIGUHI & TAKEMORI, 1975; GERSHON, 1980).

A respcsta imune para um antigeno pode ser ini-
bida ou suprimida pela administracdo de outro antigeno nac
relacionado.  Este fenomeno, conhecido por competicio anti
génica, foil descrito pela primeiva vez por Michaelis (1902).
Este autor observou que a injecac de uma mistura de Teyalels

-~albumina e soro-globulinas, em coelhos, resultava em  uma

produgao menor de anticorpos anti-soro-albumina do que quan

do esta era injetada isoladamente.

A competicao antigenica pode sef demonstrada
na resposta imune humoral ou mediada por células, no decor-
rer de uma resposta primaria ou secundaria. Os antigenos
envolvidos podem ser timo-dependentes ou  timo-independen-
tes, soltveis ou particuladcs, injetados no mesmo local ou
em locais diferentes, simultanea ou sequencialmente (LIA-

COPOULOS & BEN-EFRAIM, 1978).

A competigac & dita intermolecular se os detep-
minantes antigenicos envelvidos estio localizados em mplém
culas imunogenicas diferentes., Competicac intramolecular,
por outro lado, ocorre quando s determinantes antigénicos
envolvidos estdo localizados em uma mesma molécula imunoge-

nica (TAUSSIG, 1975).

Un bom exemplo de competigdo intramolecular e
intermclecular pode ser demonstrado, regpectivamente, con

a molécula de IgG e com os fragmentcs Fab e Fe, resultantes




da digestao com papaina (PORTER, 1959), quando estes Sa0
usados como antigenos, em camundongos, como mostrado ‘pelos
estudos de Taussig (1971)e de Taussig & Lachmann (1972). A
competigdo intramolecular é evidenciada pelo fato de que

quando a IgG é usada comc imunbgeno hi uma boa resposta pa-

ra ¢ Fc, em contraste com uma vesposta fraca para o Fab,
avaliadas pela técnica de hemaglutina¢ic passiva. Por
outro lado, se o fragmento Fab for injetado = isoladamente

h& uma boa resposta anti-Fab, mostrando que este & um  bom

imundgeno.  Parece, portanto, que na molécula integra de

IgG, existe competigao entre os fragmentos Fab e Fe, pos-
suindo este Ultimo os determinantes imunogeénicos dominan-
tes. Os fragmentos Fab e F¢, uma vez isolados, podem tam-
bém ser administrados como uma mistura. Neste caso, pode
também ser evidenciada uma competicac, agora intermolecu-
lar, entre og fragmentos, com a presenca do Fc, em determi-
nadas condigodes experimentails, inibindo a.resposﬁa dos anti

corpos anti-Iab..

Ao pesquisarmos a bibliografia referente a com-
petigdc antigénica verificamos que, na grande maioria  dos
trabalhos scbre este fendmeno, a resposta humoral foi ava-
liada sempre pela determinagao de anticorpos aglutinantes,
sem especificagdo de classe, subclasse ou atividade bioldgi
ca dos anticorpos envolvidos. Diante disto, nos = pareceu
de interesse estudar a resposta humoral de camundongos para
a IgG de coelho e seus fragmentos Fab e Fc, atraves da pro-~
dugdo de anticorpos homocitotrdpicos desta espécie (IgE e

IgGl), procurando verificar se nestas condigdes, ocorrevia




também o fendmeno de competigdo antigénica.

Os anticorpos envolvidos nas reagdes anafiliti-
cas sdo pafte da hetercogeneidade da resposta imune humoral
para um determinado imundgeno. Com base em suas proprie-
dades biolSgicas eles podem ser divididos em duas catego-
rias: anticorpoe homoeitotrdpicos, agqueles éapazes de me-
diar reagoes anafildticas na espécie que os produziu ou mes
mo em outras espécies e  anticorpos keterbcito%répicos,

aqueles incapazes de produzir uma rea¢ao anafilatica na mes

ma especie que os produziu, embora capazes de produzi~la em

outras especies (BECKER, 1971),

0s anticorpos hdmocitotrépicos, com base em
suas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, sio dividi
dos em dels grupos. Un deles & constituido por imunoglo-
bulinas pertencentes a classe IgE, que se caracterizam por
uma persistencia prolongada nos tecidos, apds sensibiliza-
gao passiva, por sua termolabilidade e por sua sensibilide-
de & redugdo seguida de alquilagdo. 0 outro grupo & cong-
tituide por imunoglobulinas da classe IgG, que sao  termo-
~estavels, usualmente resistentes a redugdo seguida de
alquilagdo e incapazes de permanecerem nos tecidos por tem~

po prolongado, usualmente menos de 24 horas (BECKER, 1971).-

Durante o curso de experiéncias €m gue procura=-
vamos estudar a possivel existéncia de competic3o antigeni
ca, inter ou intramolecular, em termos de anticorpos homoci
totrépicos, entre os fragmentos Fab e Fc da IgG de coelho,

notames que, dentro de determinadas condicdes, a molécula




de Ig@ Integra ndo se mostrava imﬁnogénica, embora fosse
capaz de reagir com anticorpos induzidos pelos seus fragmen
tos Fab e Fc, nas mesmas condicdes de imunizacgdo. Achamcs
este fendmeno bastante interessante € passamos a estuda-lo,
No presente trabalho relatames os resultados de nossas expe

riencias.




II. MATERIAL E METODOS

1. Animais

Coelhos albinos, de ambos c¢s sexos, pesando de
3 a 5 kilos, foram utilizados para a obtencio de IgG e para

a produgaoc de anticorpos anti-hemdcias de carneiro.

Ratos da linhagem isogenica Lou/M, de ambos os

sexos, pesando aproximadamente 100 gr. foram usados para
avaliagaoc dos anticorpos da classe IgE, por reagao de anafi

laxia passiva cut@nea heterdloga.

Camundongos das linhagens isogenicas A/Sn,
Balb/c e €57B1/10J, de ambcs os sexos, com aproximadamente

2 meses de idade, foram utilizados para imunizagio.

Camundongos da linhagem isogenica Balb/c, de
ambos os sexos, com & semanas de idade, foram usados para
avaliagao dog anticorpos TgG,, por reagao de anafilaxia

passiva cutanea homéloga.

2. Reagentes usados

BAcido acetico glacial, dcido dietil barbitdri
co, acetato de sddio, azul de Evans, barbital sddico, fosfa
to de sddio monobésico, fosfato de sédio dibdsico (E.Merck,
Darmstadt); cloreto de sddio, hidréxido de sddio  (ECTBRA

Equipamentos Cientificos do Brasil $/A); sulfato de amonio




(May & Baker LTD Dagenham, England); cistefna-HCL (K & K
Laboratories, Inc., Hollywood, USA); | etilenodiaminotetra-
cetato disstdico (Carlo Erba do Brasil); papaina 1:25
(BBL - Baltimcre Biological Laboratories, Inc., Baltimore,
USA); p-cloromercuribenzoato de sodio (Nutritional Bioche-
micals Corporation, Cleveland, USA); hidrdxido de aluminio
(Fontoura-Wyeth do Brasil); agar Noble (Difco Laborato-
ries, Detroit, USA); ‘tolueno (J. T. Baker Chemical, USA);
Z;mercaptoetanol (Sigma Chemical Company, Saint Louis,USA);

lactato de calcio (Drogasil Ltda, Brasil); heparina (Glaxo

do Brasil, RJ); CM-celulose (Celulose Eonesnaustauschef,
Type CM); DEAE-celulose (Whatman Inc., NJ, USA); ovalbumi
na de galinha, sorcalbumina bovina (Pentex Inc., Kankakee,
Illinois, USA); soro de cavalo anti-soro total de coelho
(Kallestad Labs., Inc., Minnesota, USA); soro de cabra

anti-IgG de coelho (Calbiochem, la Jolla, California, USA).

3. Hemacias de carneiro

A

Sangue de carneiro fol coletado, de maneira
estéril, em frasco contendo solucac de Alsever, volume a Vo

lume, e deixado a 49 durante 4 dias antes do uso.

4. Precipitagao com sulfato de amdnio

A fragac globulina do soro de coelho foi preci
pitada com uma solugdo saturada de sulfato de amonio, a tem

peratura ambiente, Para cada 100 ml de soro foi adiciona-

do, sob agitacaov, gota a gota, SD'mi de uma solugao satura-~
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da de sulfato de amonio. A mistura foi deixada sob agita-
gao durante 1 hora e, a seguir, centrifugada, a temperatura
ambiente, durante 45 minutos a 3000 »pm. 0  precipitado
foi dissolvido em 5 ml de NaCl 0.15 M e dialisado a 49 con-
tra tampdo fosfato de sddio 0.0175 M pH = 6,3, atéd ficar

isento de Ions sulfato.

5. Cromatografia em coluna

a) Cromatografia em DEAE~celulose

Foi preparada uma papa de DEAE-celulose
misturando 30 gr. de resina com 500 ml de dgua destilada.
Apos homogeneizac@o a mistura foi deixada 1 hova a tempera-
tura ambilente. Finde este intervalo, o sobrenadante foi
removido por decantagac e a resina ressuspendida em 1 litro
de uma solucao de NaOH 0.5 M e deixada 30 minutos a tempera
tﬁra ambiente com agitacao ocasional, 0 fluido foi entio
removido por sucgac em funil de Biichner e a resina lavada
extensivamente com agua destilada, sendo entio equilibrada
com tampaoc fosfato de sdédio 0,0175 M pH = 6.3, o qual tam-
bém foi usado na preparagio e eluicao da coluna e ainda pa-

ra a didlise da amostra a ser processada.

Aliquotas de 10 ml de solucBes contendo 30
a U0 mg de proteina/ml foram aplicadas & colunas de 5x75 cm

e eluildas com o tamp3o de equilibrio, a 59, a uma velocida-

de de fluxo de 30 mi/hora. 0 efluente foi recolhido em

fragoes de 5 ml por tubo sendo sua absorbincia determinada
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a 280 nm (espectrofotometro Zeiss, modélo PMQITI).
b) Cromatografia em CM-celulose

Foi preparada uma papa de CM-celulose, mis~
turando 30 gr. de resina com 500 ml de uma soiugéo contendo
volumes iguais de NaCl 0.15 M e NaOH 0.15 M.  Apds homoge-
neizagdo o fluido fol removido por sucgdo através de funil
de Blichner. A operagao anterior foi rvepetida trés vezes.

A celulose fol lavada com agua destilada para retirar 0

excesso de hidroOxido de sddio e em seguida com tampao aceta
to de sédio 0.01 M pH = 5.5, Colunas de 2.2x50 cm  foram

montadas e equilibradas com este mesmo tampao.

Aliquotas de § ml de solugdes contende 30 a
40 mg de ?roteina/ml, previamente dialisadas contra o tam-
pao de equilibrio, foram aplicadas #s colunas e etuidas, 3
temperatura ambiente, a uma velocidade de fluxo de 30 ml/ho

ra.

As fragdes foram eluidas por etapas ("step-
~wise") com tampdes acetato de sddio de molaridade erescen-
te e mesmo pH: tampdo acetato de sodio 0,01 M pH = 5.5
(tampao de equilibrio); 0.05 M; 0.1 M e 0.225 M. O efluen
te foi recolhido em fracgdes de 5 ml por tubo sendo sua
absorbancia determinada a 280 nm. A troca por tampdo  de

molaridade maior foi efetuada quando a concentracio de pro-

teinas, controlada por espectrofotdmetro, comecava a dimi-

&

nuir,

As fragCes obtidas por cromatografia em




DEAE~celulose e CM~celulose foram concentradas por ultrafil
tragdo, sob pressdo de nitrogénio, através de membranas que
retém moléculas de PM>10000 (PM 10-Diaflo Membranes, Amicon,

Corp., Cambridge, USA).

A concentragao aproximada da IgG de coelho
foi estimada espectrofotometricamente usando-se o coeficien
te de extingao E %im = 13.5 (KIRSCHENBAQUM, 1973), A con
centragao de proteinas totais, das fragses eluidas | emn

DEAE-celulose e CM-celulose foi, determinada pelo métode do

Kjeldahl modificado (A.0.A.C, 1965),

6. Imunoeletrocforese

Os experimentos de imunoeletroforese foram rea
lizados com agar a 1%, misturando 1 volume de agar a 2% em
dgua destilada com 1 volume de tampio barbital 0.04 M

pH = 8.6 contendo lactato de cdlcio (0.00u5 M),

0 tampao usado para a eletroforese foi o tam-

pao barbital 0,05 M pH = 8.8 contendo lactato de calcio

(0.00175 M),

A eletroforese fol efetuada em laminas de vi-
dro 76 x 26 mm com uma corrente continua de 150 volts durag

te 90 minutos (Fonte BOSKAMP-Pherostat, West Germany).

7. Digest3o enzimitica

A digestao enzimatica da IgG de coelho foi rea
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lizada segundo técnica descrita pdr Cavvey, Cremer e
Sussdorf (1977). Resumidamente: a 200 mg de IgG,  dis-
solvidos em 5 ml de tampdo acetato de sddio 0,1 M pH = 5.5
contendo 0.002 M de EDTA e 0.001 M de cisteina~HC1, foram
adicionadog 9 mg de papaina. A mistura fol deixada 7 ho-
ras em banho-maria e a digestao fol interrompida pela adi-
gao de p-cloromercuribenzoato de sddio (concentracio final
de 0.001 M). A seguir, a amostra fol dialisada, a tempera
tura ambiente, contra tampdo acetato de sddio 0.01 M pH =

5.5, contendo algumas gotas de tolueno, durante 36 horas,

com varias mudangas de tampao.

8. Imunizacao de coelheos com soro albumina bovina

A imunizagao de coelhos com soro albumina bovi
na teve como objetivo aumentar a concentragao de IgG no so-
ro. Assim, os animais foram imunizados com 1 mg de 80T
albumina bovina.em 1 ml de adjuvante completo de Freund,
por via intramuscular. Trinta dias depois eles receberam,
por via intradérmica, 100 pyg de soro albumina bovina em
NaCl C.15 M, procedimentc este que se repetiu por mais duas
vezes, com intervalos de 1 gemana. Sete dias apds a ulti-~
ma injegiZc os animais foram sangrados. Foi feito um’
"pool" dos scros que fol estocado a ~-209 até o momento  do

Uuso.

9. Imunizagdaoc de coelhos com hemacias de carneiro

Coelhos foram imunizados, por via intra-perito
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neal com 1 ml de papa de hemdcias de cérneiro, lavadas
previamente 3 vezes com NaCl 0.15 M, emulsificadas em 1 ml
de adjuvante completo de Freund. Trinta dias depois os
animais receberam, por via intra-peritoneal, ? ml de uma
suspensac a 0.5% de hemdcias de carneiro, procedimento este
que se repetiu por mais 3 vezes com intervalos de 1 semana.
Sete dias apds a UGltima injec¢do os animais foram sangrados
e apds separagdo do soro o mesmo foi distribuido em aliguo-
tas de 2 ml e estocado a -209 até o momento do uso.  Andli

se por hemaglutinacac, usando 2~mercaptoetanol, revelou

somente a presenga de anticorpos da classe IgG anti-hema~

cias de caprneiro.

10. Imurnizacao de camundongos com IgQ@, Fab e Fe

a) Usando hidrdxide de aluminio como adjuvante

Grupos de 8 éamundongos foram imunizados,
por via intra-peritoneal, com diferentes concentragdes de
antigeno (IgG, Fab ou Fe), num volume de 0.4 ml contendo
12 mg de hidrdoxido de aluminio. Este foi utilizado como
adjuvante devido a sua reconhecida propriedade de induzir a
sintese de IgE e IgG, em camundongos (LEVINE & VAZ, 1970).
Apds um intervalo de 30 dias os animais foram sangrados pe-
lo plexo orbital, com pipeta heparinizada, e receberam, em
seguida, uma dose de 10 ug de antigeno; por via intra-peri
toneal.  Sete dias depois os animais foram novamente san-
grados como j& descrito. 0 sangue, na primeira e segunda

sangria, foi coletado individualmente, diluido a 1:5 com
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NaCl 0.1% M a 49, centrifugado a 1500 rpm durante 10 minu-
tos a 4?2 e dog sobrenadantes de cada sangria foi feito um

"pool" que foil estocado a ~209 até o momento do uso.
b) Usando adjuvante completo de Freund

Grupos de 8 camundongos foram imunizados,
por via intra-peritoneal, com diferentes concentragoes de
antigeno (IgG, Fab e Fe), num volume de 0.4% ml emulsificado

em adjuvante completo de Freund, ApSs um intervalo de 30

dias os animais foram sangrados pelo plexo orbital, com pi-
peta heparinizada e receberam, em seguida, uma dose reforge
de 10 ug de antigeno, por via intra-peritoneal. Sete
dias depois os animais foram novamente sangrados, sendo o)
sangue, da primeira e segunda sangria, manuseado como ja

descrito no item anterior.

11l. Avaliagao dos anticorpos IgE e Tg8, por reacac de

anafilaxia passiva cutanea (PCA)

Os anticorpos homocitotrdpicos do  camundongo
foram detectades por reagdes de PCA, As reagSes de  PCA
em ratos para a determinacic do nivel de anticorpos IgE fo-
ram realizadas de acordo com MOTA & WONG (1969). Ratos fo
ram sensibilizados no dorso, apSs depilacao, coﬁ diferentes

diluigoes do plasma. Dezoito horas depois os animais rece
biam, por via intravencsa, 1 ml de NaCl 0,15 M contendo 1
mg de antigeno e 2.5 mg de azul de Evans.

As reacBes de PCA para avaliar o nivel de
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anticorpos IgGl foram_realizadaé em camundengos de  acordo
com a técnica descrita por OVARY (1964). Camundoﬁgos
Balb/c, apdos depilagio, foram sensibilizadoes no dorso, com
diferentes diluicgdes dos plasmas; previamente aquecidos a
569 durante 30 minutos. Duas horas apds, os animais foram
injetades, por via intravenosa, com 0,5 ml de NaCl 0.15 M

contendo 0.5 mg de antligeno e 1.25 mg de azul de Evans.

Vinte a trinta minutos apds a injecdo do anti-
geno, ambos os grupos de animais foram sacrificados, a pele
destacada, invertida e os diametros das r.eagﬁes medidos com
uma regua transparente. 0 titule de PCA foi SXPpresso como
a reciproca da maior diluicdo do soro capaz de produzir uma
reagdo de mais de 5 mm de didmetro. Desde que a variacgio
obtida com um mesmo soro foi de 2 diluigoes ou menos, somen
te diferengas majores do que 2 diluig¢les foram considera-

dag significantes.

12. Avaliacdo de anticorpos aglutinantes para a IgG

Os anticorpos aglutinantes de camundongo para
a IgG de coelho foram avaliados por hemaglutinaciao passiva
pela técnica de Rose, Ragan, Pearce e Lipman, ligeiramente

modificada (18ug),

Hemacias de carneiro foram sensibilizadas com
uma dose subaglutinante, previamente determinada, de SOT0
de coelho anti-hemicias de carneiro.  Assim, I volume de
hemicias de carneiro a 2% em tampac fosfato de sédic 0.15 M

pH = 7.2 foi migturado com 1 volume de sorce de  coeiho
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anti-hemécias de carneiro, diluido no mesmo tampio, e a mis
tura fol deixada a temperatura ambiente durante 15 minutos
com agitagao ocasional.  Em placas de hemaglutinacio, a
cada 50 ul de soro de camundongo diluido em tampao fosfato,
contendo 1 mg de ovalbumina/ml, feoi adicionado 50 pl da sus
pensdo de hemécias de carneiro sensibilizadas. Apds homo-
geneizagdo, a placa fol deixada em repouso durante ? horas
e o titulo de anticorpos avaliado, como a maior  -diluigdo
do soro capaz de causar aglutinagdo das hemicias sensibili~

zadas,



ITY, DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A produgzo de anticorpos anti-IgG, anti-Fab e

anti-Fe foi estudada usando-se os seguintes protocolos:

de

Para verificar a dimunogenicidade da IgG e dos
fragmentos Fab e Fc, quando os mesmos eram. adminis
trados em hidrdxido de aluminio, grupos de animais

foram imunizados com diferentes concentragoes de

cada imundgeno e & produgao de anticorpos homocite-
tropicos, IgE e IgG), foi avaliada através de rea-
goes de PCA induzidas para cada um dos antigenos.

4

Para verificar a importancia do adjuvante na imuno-
genicidade dos antigencs estudados, em funcio da
produgao de anticorpos homocitotropicos, grupos de
camundongos foram imunizados com IgG, Fab ou Fo em
hidrdoxido de aluminio ou em adjuvante completo  de
Freund e a produgao de anticorpos em cada um

destes grupcs foi comparada.

Para verificar se os anticorpos homocitotrdpicos
anti~Fab e anti-Fc eram dirigidos a  determinantes
antigenicos presentes na molécula de IgG ou a deter
minantes originados durante a digestao = enzimatica
desta proteina com papaina, ra{os e camundongos fo-
ram sensibilizados com soro anti-Fab e anti-Fe e a
IgG foi usada como antigeno para induzir as reagoes

de PCA.
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d. Para avaliar uma possivel importancia da = linhagem .
isogenica de camundongo na producic de anticofpos
homocitotrdpicos anti~IgG, animais das linhagens
A/8n, Balb/c e CS?Bl/lOJ foram imunizados com dife-
rentes concentragdoes de IgG e a producgdo de  anti-
corpos homeocitotrdopicos avaliada através de reagdes

de PCA.
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IV, RESULTADQOS

1. Obtencgao da IgG de coelho

A IgG foil isclada, de soro de coelhos imunizados
com soro albumina bovina, por cromatografia dé troca ibni-

'ca, em coluna de DEAE-celulose,

A figura 1 mostra o resultado da cromatografia

em DEAE-celuloss.

8_

N

ABSORBANCIA (280 nm)
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;I:‘IGURA 1 - Cromatografia em coluna de DEAE-celulose (5 x 75
em) de soro de coelho., Tampao de eluicio: tam-
pao fosfato de sbdio 0.0175 M pH = 6.3. Veloci
dade de fluxo: 30 ml/hora, 5 ml/tubo.
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Apos eluigdo com o tampio de equilibrio foi obti
do um Unico pico que foi concentrado e cuja pureza foi ava-
liada por imunoeletroforese. O material foil submetido 5

eletroforese, nas condigles descritas, e posteriormente vre-

velado com soro de cavalo anti-soro total de coelho.

FIGURA 2 - Imunceletroforese de soro normal de coelho (ori-
fleio superior) e da fracio eluida em DEAE-celu-~
lose (orificic infevrior). Os componentes foram
separados por eletroforese, nas condigdes descri
tas, e posteriormente revelados com soro de cava
lo anti-soro total de coelho,

Como pode ser observado, a imunoceletroforese da
fragao eluida em DEAE~celulose revela apenas um arco de pre

cipitagao correspondente a Ig@,

2. Obtencao dos fragmentos Fab e Fc

A figura 3 mostra o resultado da cromatografia

em CM-celulose do material obtido apls digestio da IgG com

papaina.
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FIGURA 3 - Cromatografia do digesto papainico da IgG em
coluna de CM-celulose (2.2 x 50 cm). Tampao de

equilibrio: Tampdo acetato C.01 M pH = 5,5, Ve
locidade de fluxo: 30 ml/hora, 5 ml/tubo. As

getas indicam a troca dos tampoes de eluicdo.

Como esperado, de acordo com a metodologia usa-
da, o fragmento Fab foi eluido nas fragdes I e II, a fracio
III continha uma mistura de IgG, Fab e Fc, enquanto o Fe

foi eluido preferencialmente na fracdo IV.

' L [l v -
0 fragmento Fc, eluldo na fragao IV, fol purifi-
cado por sucessivas cristalizacgdes, que foram obtidas con-

centrando-se ¢ material para 2 ml e dializando o me smo
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contra tampao fosfato de sddioc 0.001 M pH = 6.8 a 49, Apds
cada cristalizagao o material foi centrifugado e¢ os oris-
tais dissolvidos numa solugao de acido  acético glacial

0.02 N. Este processo foi repetido 3 vezes.

A pureza das fragoes I, II e IV, foi = avaliada
por imunceletroforese. As fragles foram concentradas e

submetidas 4 eletroforese, nas condigdes descritas, sendo
posteriormente reveladas com soro de cabra anti-IgG de coe-

lho, como mostrado na figura 4.

FIGURA & - Imunoeletroforese da fragdo I (orificio supe-

o rior) e da fragde IV (crificio inferior). 0s
componentes de cada fragao foram separades  por
eletroforese, nas condicoes descritas, e poste-
riormente revelados com scro de cabra anti-IgG
de coelho.

Como pode ser observado a imunceletroforese reve
lou, tanto na fragao I como na fragdo IV, apenas um apco de

precipitacio. 0 perfil imunceletroforético da fragio II

foi semelhante ao da fragdo I (resultado nioc mostrado).
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3. Produgdo de anticorpos homocitotrépicos pava a

IgG Integra e para os fragmentos Fab e Fe

Afim de estudar a produgdo de anticorpos homoci-
totropicos para a Igl e para os fragmentos Fab e Fec, animais
de linhagem A/Sn foraem imunizados com diferentes concentragdes
de cada imundgeno usando hidréxido de aluminio como adjuvante.

0 guadro I mostra a producgio de anficorpos homo-

citotrdpicos para a IgB, Fab e Fe.

QUADRO I

Produgao de anticorpos IgG e IgG, anti-IgG, anti-Fab e anti-Fc

_ Titulo de PCA
imundgeno dose {(ug) IgE Ig6,
' resposta 1L9}resposta 29fresposta 19| resposta 29
25 < 1/10 < 1/10 < 1/10 1/1¢
IgG 50 < 1/10 < 1/10 < 1/10 , 1/10
100 < 1/10 < 1/10 < 1/10 /16
200 < 1/10 < 1/10 < 1/10 1/10
25 n.d 1/400 n.d 1/160
Fab 50 1/25 1/600 1/u0 1/3720
100 n.d 1/200 n.d 1/320
200 n.d 1/200 n.d 1/160
25 < 1/10 1/10 n.d 1/10
Fe 56 - < 1/10 1/20 < 1/8 1/10 .
100 1/10 1/40 < 1/5 1/20
200 1/16 1/40 < 1/5 1/20

n.d = nao determinado.

Carundongos foram imunizados, peoer via i.p.,com diferentes
concentragdes de IgG, Fab e Fc em hidrdxido de aluminio. Trinta
dias depois os animais foram sangrados,receberam uma dose reforco  de
cada imumnogeno por via i.p. e forem sangrados, mais uma vez, 7 dias
depoig., As sangrias foram feitas pelo plexo orbital e os
anticorpos detectados por reagces de PCA.
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Como se pode observar a IgG de coelho nio se reve
lou um bom imundgeno, no tocante a prbdugéo de anticorpos hgw
mocitotropicos, quando injetada em camundongos da  linhagem
A/Sn, em hidrdxido de aluminio, em contraste com o fragmento
Fab e Fc. Pode-se observar também que ¢ fragmento Fab mos-

trou-se mais imunogenico do que o Fec.

4. Predugdo de anticorpos homocitotrdpicos para Fab T

e Fab TI

A cromatografia em CM-celulose separa 2 fragoes de

moléculas Fab devido a pequenas diferenga& na carga elétrica
destes fragmentos, que refletem a heterogeneidade entre as
moléculas de IgG das quais os fragmentos saé derivados. Embo
ra nao seja descrito na litevatura, até o presente momento,
diferengas biologicas entre as moléculas Fab das duas fragoes,
um experimento foi realizado para avaliar uma possivel dife-

renga na imunogenicidade destes dois fragmentos.

QUADRO II

Estudo comparativo da produgac de anticorpes homocitotropi-
cos anti~-Fab I e anti-Fab II

Titulo de PCA

imundgeno | reforco | antigeno usado resposta secundaria
no PCA TgE IgGl
Fab I Fab I Fab I 1/400 1/160
Fab I Fab I Fab II 1/400 1/160
Fab II Fab IT Fab II 1/u00 1/160
Fab II Fab II Fab I 1/400 - 1/160

Animais de linhagem A/Sn foram imunizados com Fab I ou Fab IT,
por via i.p, em hidréxido de aluminio. Trinta dias depois os ani-
mals receberam uma dose reforco de 50 ﬂg, por via i.p, sendo sangra-
dos 7 dias depois pelo plexo crbital. Os anticorpos homocitotrdpicos

foram detectados por reacces de PCA,
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Os resultados destes'experimentos mostraram que
as duas fragoes de Fab comportaram-se da mesma maneira no
tocante a produgac de anticorpos homocitotrdpicos (Quadro
II). No presente trabalho, sempre que o Fab foi emprega-

do, foi utilizada a fragdo aqui designada de Fab I.

5. Produgdo de anticorpos aglutinantes para a IgG

Como a IgG de coelho nd3c se mostrou um bom imund

geno, em relagdo a producdo de anticorpos homocitotropicos,

um experimento foi realizado com o intuito de avaliar a pro
dugdo de anticorpos aglutinantes nas mesmas condicBes. Com
esta finalidadé, sore de camundongos A/Sn imunizados com.
IgG, em hidrdxido de aluminio, foram testados, por hemaglu-
tinagao passiva, e os resultados estfo expressos no quadro

III.

QUADRO III

Produgac de Anticorpos aglutinantes Anti-IgG

Titulo de anticorpos aglutinantes
IgG (ug)
resposta 19 resposta 29
50 1/20 , 1/160
160 1/40 : 1/160

Animais da linhagem A/Sn foram imunizados com IgG de coelho
da mesma maneira que para a detecgdc de anticorpos homocito

trSpicos e o5 anticorpos produzidos detectados por hemaglu-

tinagdo passiva.
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Como se pode observar houve uma produgao detecté :
vel de anticorpos aglutinantes para a IgG, tanto na Tespos-—
ta.priméria quanto na secundaria, quando esta foi adminis-
trada nas mesmas condigoes usadas para‘a produgao de

anti-

corpos homocitotrdpicos.

6. Produgdo de anticorpos homocitotrdpicos para a

de

Ig6, Fab e Fc usando adjuvante completo’

Freund

Com a intengdo de verificar se o nivel da produ~
gao de anticorpos homocitotrépicos obtido com o uso do hi-
droxido de aluminio seria reproduzido usando-se outro adju=
vante, camundongbs da linhagem A/Sn foram imunizados com
IgG, Fab e Fc em adjuvante completo de Freund e os resulta-

dos destes experimentos estao resumidos no quadro IV.

QUADRO IV
Produgao de anticorpos homocitotrdpicos anti-IgG, anti-Fab
e anti-Fec usando-se adjuvante completo de Freund
Titulo de PCA
immndgeno | dose (ug) IgE IgG,
resposta 19| resposta 29 [resposta 19|resposta 29
7 50 1/10(<1/20)| 1/40(<1/10) |1/40(<1/10){1/160(1/10)
Ted 100 1/10(<1/10)| 1/50(<1/10) |1/40(<1/10) {1/160(1/10)
Fab 50 1/50(1/25) |1/200(1/600){1/40(1/40) {1/320(1/320)
Fo 50 L/20(<1/10311/20 (1/20) [1/40¢<1/5) |1/320¢1/10)
Camundongos da linhagem A/Sn forem imunizados com IgG, Fab e Fo em
adjuvante completo de Freund do meemo modo descrito para a  imunizagio

com hidroxido de aluminic. Os anticorpos hemocitotrSpicos foram detec-
tados por reagces de PCA. Entre parenteses, para comparagao, colocamos
os resultados obtidos quando a imunizacdo foi feita com hidrdxido de

- c
aluminio.
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Como pode ser observado o uso do adjuvante com-
pleto de Freund aumentou consideravelmente a imunogenicida~
de Qa molégula de IgG e de seus fragmentos, particularmente
em relagao a preoducdo de 1gG, .  Note-se a produgdo conside
ravelmente majior dos anticofpos Eg@l anti~Fc, a qual havia
sido muito reduzida guando se utilizou o hidrdxido de alumi

nio como adjuvante (Quadro I)..

7. Especificidade dos anticorpos  homocitotrdpicos

anti-Fab € anti-Fe

Com o intuito de verificar se os anticorpos anti-
-Fab e anti-Fc eram dirigidos a determinantes antigenicos
pré-existentes e ativos na moldcula de IgG ou a determinan-
tes antigénicos expostos ou formados durante o processo de
digestio enzimética com papaina, a reagdo de PCA em animais
sensibilizados com anti-Fab e anti-Fe foi desencadeada usan
do-se a IgG como antigeno e o8 resultados estao expressos

no quadro V.

QUADRO ¥

Especificidade dos anticorpos homocitotrdpicos anti-Fab e

anti~-Fe.

anti-sorc usado - Titulo de PCA

na sensibiliza- [antigeno usado no| resposta secundaria

cdo PCA IgE IgGq
anti-Fab Fab 1/600 1/320
anti-Fab TgG 1/300 1/160
anti-Fe Fe 1/k40 1/20
anti-Fe IgG 1/4%0 1/20

Animais foram sensibilizades com soro anti-Fab cu anti-Fo. Nos ani
mais sensibilizados com anti-Fab foiusado Fab ou IgG para desenca
dear a reagdo anafilatica, enquanto que nos animais sensibiliza
dos com anti-Fe foi usado Fe¢ ou IgG.
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Os resultados destas experiencias, expressos no
quadro V, mostraram que as reagces de PCA podem ser induzi-
das com IgG em animais sensibilizados com soro anti-Fab ou
anti-Fc. Estes resultados sugerem que os anticorpos homo-
citotrdpicos, obtidos por imunizagao com Fab ou Fe, ndo sdo
dirigidos a determinantes antigénicos novos, formados ou

expostos durante a digestdo enzimatica com papaina.

8. Influencia da linhagem de camundongo bara a pro-

dugdo de anticorpos homocitotrdpicos anti-Ig@

Para verificar se outras linhagens de camundongo
comportavam-se do mesmo modo, em relagao a‘produgao de anti
corpos homotitotropicos para a IgG, quando esta era adminis
trada em hidroxido de aluminio, camundongos das  linhagens
C57B1/10J e Balb/c foram imunizados como ja descrito para a
linhagem A/Sn, e a produgao de anticorpos homocitotrdpicos
para cada linhagem foi deterﬁinada. Os resultados nio mos

traram diferenca entre as tres linhagens usadas, mostrando-

-se a IgG igualmente pouco imunogenica em todas elas.
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V. DISCUSSAO.

Quando estas experiéncias foram realizadas nds
estavamos estudando a possivel existéncia de competic3o an-
tigenica, em térmos de anticorpos homocitotrdpicos do camun

dongo, entre os fragmentos Fab e Fc da IgG de coelho.

A imunizagd@o de camundongos usando-se a IgG de
coelho como imundgeno e o hidrdxido de aluminio como adju-
vante, nao resultou em produgdo de anticorpos da classe IgE

em nivel detectdvel e a resposta de anticorpos IgG, foi mui

i
to baixa. Por outro lado, a imunizagio, em idénticas con~
digoes, com os fragmentos Fab ou Fe induziu a producio de
niveis detectiveis tanto de anticorpos IgE quanto de IgGl,
capazes de reagirem ndo somente com o imundgeno original,

Fab ou Fc, mas também com a molécula Integra de IgG. Isto

gnifica que os anticorpos induzidos por estes fragmentos

e

8
isclados reconhecem determinantes antigénicos existentes na
molécula integra de IgG que, por alguma razic ainda nao
determinada, nao foram capazes de induzir a producdo de
anticorpos homocitotrdpicos, quando partes integrantes da

molecula de IgG.

Estudos sobre a imunogenicidade da gelatina
(SELA, 1966) mostraram que esta € muito pouco imunogenica,
‘mas & capaz de reagir com anticorpos produzidos em resposta

a um seu derivado, resultante da introdugZo em sua molécula

de um numero discrete de vadicais tirosinicos. Nestas con

digdes o derivado tirosinadc da gelatina é capaz de induzir
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a sintese de anticorpos capazes de reagir com a- molécula
nativa, nao imunogenica, da gelatina. No nosso caso exis-
te uma situagac semelhante, s6 que a imunogenicidade resul-
tou nao da adigdo de novos radicais 3 moldcula mas sim  da
clivagem desta por agdo enzimatica levando a formacdo de
fragmentos menores e imunogénicos, capazes de induzir a sin
tese de anticorpos que reconhecem determinantes antigénicos

presentes na molécula de IgG nativa.

Existem evidencias de que o comportamento do
fragmento Fc isolado € diferente do comportamento do mesmo

‘quando integrado & molecula de IgG.

Algumas subpopulagoes de linfocitos exibem em
sua superficie receptores, os quais interagem com a porgio
Fc de complexos antigeno-anticorpo, com a IgG agregada nao
especificamente ou com o fragmento Fc isolado por digestao
enzimatica da IgG (WEIGLE & BERMAN, 1979). Estes recepto-
res para o Fc foram demonstrados inicialmente em linfdcitos
B do camundeongo e do homem e mais‘recentementé em linfdci-
tos T (DICKLER, 1976)., Macrdfagos também possuem recepto-
reg para o Fc (UNANUE, 1976), mas nao se sabe se estes re-
ceptores s3ao idénticos aqueles encontrados nos linfdcitos.
Nos ultimos anos uma série de trabalhos tem mostrado que
os fragmentos Fec derivados de imunoglobulinas de mamiferos
induzem os linfdcitos B de camundongo a proliferarem e a

sintetizarem imunoglobulinas, embora o mecanismo pelo qual
estes fragmentos estimulam os linfécitos nao esteja esclare

cido (MORGAN, WALKER, THOMAN & WEIGLE, 1980). Sabe-se,

além disto, que a resposta proliferativa de linfdcitos B de
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camundongo, induzida por fragmentos Fc & dependente de ma-
erofagos (MORGAN & WEIGLE, 1979).,  Embora os macrdfagos se
jam requeridos, novamente, as interacgSes entre fragmentos
Fo, macrdfagos e linfoecites ndo sio claras. MORGAN &
WEIGLE (1980) mostraram que a interacgdo de macrdfagos com o
Fe resulta na produgac de um componente estimulador de lin-
focitos B, derivado do fragmento Fec. £ importante notar
que o efeito do Fe isolado, em termos de estimulagdo bldsti
ca e indugdo de sintese policlonal de anticorpos & muito

maior que o efeito obtido por este mesmo fragmento, quando

parte da IgG Integra agregada pelo calor (BERMAN & WEIGLE,
1977). Estas observagdes sugerem gue O processamentoc pe-
los macrofagos do fragmento Fe isolado é diferente daquele
que ocorre guande este & parte constituinte da molécula de
IgG e por analogia sugere que © mesmo poOsSSa OCOrrer Com o]

fragmento Fab.

Parece-nos razoavel considerar que no fenomeno
aqui descrito o processamento pelos macréfagos dos fragmen-
tos Fab e Fe igolados seja diferente do processamento‘ da
molécula de Ig6 Integra, pcdendo resultar desta diferenca

uma maior imunogenicidade dos fragmentos.

ISENMAN, DORRINGTON & PAINTER (1975) mostraram
que a IgG, humana nao interage com Clq, embora o seu frag-
mento Fe isolade seja tazo ativo, a este respeito, como o
e da IgGl.
ao Clq interagir com a IgG estdo presentes na IgGu, mas de

As caracteristicas estruturais que permitem

algum modo, talvez por uma caracteristica de distribuigao

espacial, dos determinantes antigeénicos, ndo ocorre intera-
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'gao quando o Fo estd integrado & molécula de IgB.

Respostas imunes de camundongos para varios anti
genos sao governadas por um conjunto de genes, denominados
genes da resposta imune (Ir), em estreito relacionamento
com 05 genes do complexo principal de histccompatibilidade
(BENACERRAF & DORF, 197%). De acordo com 08 nossos resul-
tados, a nao imunogenicidade da IgG, em termos de anticor-
pos homocitotrdpicos, nio foi restrita a nenhuma das linha-

gens estudadas, nao parecendo depender, portanto, de dife-

renc¢as nos genes Ir,

TAUSSIG (1871) mostrou que quando a IgG de coe-
lho, emulsificada em adjuvante completd.de Freund, & injeta
da em camundongos, a grande maioria dos anticorpos anti-IgG
produzidos, detectados por hemaglutinagdo passiva, sdo diri
gidos a determinantes antigenicos localizados na porgde Fe
da imunoglobulina. Nas nossas condigdes, embora a molécu-
la de IgG, quando administrada em hidrdxido de aluminic,
se mostrasse muito pouco imunogénica, no tccante a produgao
de anticorpos homocitotrépicos, foi capaz,entretanto nas
mesmas condicdes de imunizag3o, de induzir a sintese de
anticorpos aglutinantes. Até o presente momento ndo dispo
mos de dados acerca da egpecificidade de tais anticorpos.’
Do mesmo modo, nac sabemos se estes anticorpos pertencem a

uma ou mais das guatro subclasses de IgG descritas: IgGl,

Inga,Ingb ou IgGB.

Ao longo de nossas experiencias nos pareceu  de

interesse verificar se o uso de um outro adjuvante, em
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substituigdo ao hidroxide de aluminio, concorreria para uma
maior produgdo de anticorpos homocitotrdpicos Para a IgG de
coelho. Realmente, com o uso do adjuvante completo de
Freund a resposta de anticorpos homocitotropicos anti~-IgG
foi significativamente maior do que aquela obtida com o)
hidréxido de aluminio, particularmente de anticorpos IgG, -
Este resultado, nao inesperado, pois o adjuvante completo
de Freund favorece a sintese de anticorpos da classe Ig@ na

maioria das especies estudadas (WHITEHOUSE, 1877), permi-

tiu-nos verificar que o comportamento imunog€nico da IgG

de coelho em camundongos & bastante influenciado pelo _adiju

vante usado.

De uma maneira geral os adjuvantes podem agir a

nivel celular por uma ou mais das seguintes vias (WHO

TECHNICAL REPORT SERIES, 1976),.

- criando condigoes que favoregam a diferenciacdo imune

- amplificando & proliferacao de linfocitos imunoinduzi

dos

- aumentando a eficiéncia de macrGfagos para  estocar,
preservar e apresentar o antigeno as células imunocom

petentes.,

0 Gltimo ponto serve para enfatizar que os macrd
fagos podem ser um fator importante em muitos, se nao em
todos, cagos de indugao da resposta imune. Substancias com

propriedades adjuvantes podem estimular os macrofagos  com

referencia a qualquer uma das suas varias funcgSes na respog
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ta imune (ROSENTHAL, 1980; UNANUE, 1980), Estes incluem:
apresentagao do antig;na, associado aocs antigenos Ia, as
células imunocompetentes, no fendmenc de ccoperagaoc celu~-
lar; processamento do antigeno de modo a modificar a sua
imunogenicidade; remocgdo do eicesso de antigeno, protegen-
do o animal contra a inducgdo da tolerancia; agd3o de reten-
gdo deos antigenos, que podem ser liberados gradualmente du-

rante um maior periocdo de tempo.

Embora ccm caracteristicas comuns, a agao dos

diversos adjuvantes tem aspectos proprios. 0 hidroxido de
aluminio e o adjuvante completo de Freund retém o antigeno
no sitio da injegdo, de onde ele & liberado lentamente.
Com o hidroxido de aluminioc, embora o antigeno persista
localmente éle rapidamente deixa de agir como estimulo para
as células imunocompetentes, ac contrario do efeito  muito
mais duradourc que se obtem com ¢ adjuvante completo de

Freund (WHC TECHNICAL REPCORT SERIES, 1976).

Sabe-se que as células imunocompetentes precisam
reconhecer pelo menos dois determinantes antigénicos dife-
rentes na molécula do antigeno para que haja uma resposta
imune eficiente. Un destes determinantes funcionaria como
a parte carreadora da molé&cula enguanto o outro correspon-
deria ac determinante hapténico, sendo o primeiro reconhe-
cido pelos linfdéeciteos T auxiliadores e o segundo pelos lin-

.facitos B (ARNON & GEIGER, 1877). Deste modo, a imunogeni

cidade seria um fendmeno que dependeria basicamente da

estrutura do antigeno. A presenga destes dois determinan-

tes seria um pré-requisito para a imunogenicidade dos anti-
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genos timo-dependentes, porém o mesmo ndo se poderia dizer
com respeito a antigenicidade, visto que a reacao antIigeno-
-anticorpo, através da qual os anticorpos sao revelados,
exige apenas que o anticorpo reconheca um dos determinantes

antigenicos.

Em face destes conhecimentos, parece-nos vrazoa-
vel sugerir que a diferenga entre a nac imunogenicidade da
IgG e a imunogenicidade de seus fragmentos, seja. devida ao

fato dos determinantes antigénicos da molécula da IgG Inte-

gra estarem situados nesta de tal forma que n3c  permitam
uma interacdc com as celulas imunocompetentes, de modo a
favorecer a sintese de anticorpos homocitotrdépicos. Esta
localizggéo espacial, entretanto, n3c constituiria um fator
limitante péra a reagao dos mesmos determinantes com o)
anticorpo.eSPecifico, sintetizado em resposta aos fragmen-
tos Fab e Fec. Nestes fragmentos, entretanto, o5 mesmos de
terminantes seriam capazes de induzir a sintese de anticor-
pos homocitotrdpicos devido a mudanga em sua relagdo espa-

cial em consequencia de sua separacgdo da molécula nativa.

Uma melhor interpretagac das observagdes apresen
tadas neste trabalho de tese exige a realizagdc de experién
cias adicionais para esclarece-las, bem como um maior pro-
gresso nos conhecimentos sobre as bases moleculares da

imunogenicidade e sobre o mecanismo de agio dos adjuvantes.
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- VI. RESUMO E CONCLUSDES

1. A Imunizagao de camundongos usando-se a IgG
de coelhc como imundgeno e o hidrdxido de alumTnio como
adjuvante naoc resultou em produgac de anticorpos da classe
IgE em nivel detectavel e a produgac de anticorpos IgG1 foi

muite baixa.

2. A imunizag3o, em identicas condigdes, com os

fragmentos Fab e F¢, induziu a produgdo de niveis detecta-
vels tanto de IgE quantc de IgGl, capazes de reagirem nao
somente com © imundgeno original, Fab ou Fc, mas também com

a molecula Integra da IgG.

3. Embora a IgG, quando administrada em hidroxi-
do de aluminioc, n3c se mostrasse um bom imundgeno, no tocan
te a produgao de anticorpos homocitotrdpicos, foi  capaz,

.~ . . - . . P
nas mesmas condigoes de imunizagao, de induzir a sintese

de anticorpos aglutinantes da classe 1gG.-

4, O uso de adjuvante completo de Freund poten-
ciou a imunogenicidade da IgG, induzindo uma resposta de
anticorpos hemocitotroplcos significantemente maior do ‘que
aquela obtida com o hidrdxido de aluminio, particularmente.

de anticorpos IgGl.

5. A nao imunogenicidade da IgG, quando adminis
trada em hidrdxide de aluminio, em termos de anticorpos ho-
mocitotrdopicos, ndo fol vestrita a linhagem A/Sn, visto que

as linhagens C57B1/10J e Balb/c, nas mesmas condigoes de
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imunizagao, comportaram-se do mesmo modo.

6. Sugere-se que a diferenga entre a nao imunoge
nicidade da IgG e a imunogenicidade de seus fragmentos,
usando-se hidroxido de alumfnio como adjuvante, seja devida
a diferengas de localizagdo espacial dos ‘determinantes
antigenicos na molécula Integra de IgG e em seus fragmen-

tos Fab e Fa.
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