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REGULACAQO DA RESPOSTA BLASTOGENICA MEDIADA POR
ANTIGENO ANTICORPO ESPECIFICO. | — EFEITO DE COMPLEXOS
IMUNES PRE-FORMADOS NA RESPOSTA PROLIFERATIVA
DE LINFOCITOS

EDGAR M. CARVALHO
JOHN S. DAVIS

Estudos prévios em animais de experimentacdo tém mostrado que complexos
imunes formados por antigeno e anticorpo exercem uma influéncia reguladora na resposta
proliferativa de linfocitos.

Utilizando-se de individuos previamente imunizados ou ndo com Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH) o presente trabalho compara a resposta blastogénica induzida pelo
antigeno (KLH) com aquela induzida por complexos imunes sob a forma de precipitado
constituidos por KLH e IgG anti-K LH. Em cultura de linfocitos de individuos previamen-
te imunizados, complexos formados por KLH e IgG anti-K L H induziram in vitro uma res-
posta proliferativa significantemente maior que o antigeno. Este aumento da blastogéne-
se verificado quando o anticorpo foi acoplado ao antigeno ndo dependeu da presenga de
complemento, da quantidade de moléculas do anticorpo no complexo, e foi especifico
com relacdo ao antigeno pois ndo houve blastogénese significante em cultura de linfocitos
de individuos nao imunizados, quando estimulados com complexos de KLH e IgG anti-
KLH. Linfociros que nao sao nem T nem B mas possuem receptor Fc para moleculas de
IgG desempenham papel importante na resposta mediado por complexos imunes, haja
vista a deplecao destes linfocitos reduziu a resposta proliferativa mediada por complexos
imunes a observada com o antigeno isoladamente.

Complexos imunes formados por antigeno e anticorpo tém sido documentados
em uma série de condicdes clinicas tais como doengas reumdticas Barnet et al (1979),
Eisenberg, Theofilopolus, & Dixon (1977), doengas neoplésicas Carpentier et al (1977) e
infec¢Oes bacterianas Bayer et al (1977) e parasitdrias Chaves et al (1979). Utilizando ani-
mais de experimenta¢ao, varios estudos tém mostrado que complexos imunes podem alte-
rar a resposta imunolégica tanto no aspecto celular como humoral Banks (1973), Harris
(1968) e Abrahams, Philipps & Miller (1973). Com relagdo a resposta proliferativa de lin-
fécitos, estes trabalhos tém mostrado que complexos imunes podem induzir uma resposta
maior ou menor aquela verificada com o antigeno Banks (1973), Harris (1968) e Op-
phenheim (1972). Todavia o mecanismo pelo qual complexos imunes exercem seus efei-
tos ndo estd esclarecido, assim como somente alguns estudos tém avaliado seu efeito na
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blastogénese de linfécitos provenientes da espécie humana Bloch-Shtacher, Hirschhorm &
Uhr (1968), Moller (1969) e Leikin & Oppenheim (1971).

No presente trabalho utilizando individuos previamente imunizados com o anti-
geno “Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) a resposta proliferativa de linfécitos media-
da por este antigeno foi comparada com aquela induzida por complexos imunes. Com-
plexos precipitados formados por KLH e IgG anti-KLH consistentemente induziram uma
resposta proliferativa superior a observada com o antigeno. A especificidade antigénica da
estimulacdo mediada por complexos imunes, o efeito do complemento e as células envol-
vidas neste fendmeno foram avaliadas.

MATERIAL E METODOS

Imunizacao: seis individuos adultos normais foram imunizados com KLH por via
intradérmica com a dose de 500 microgramas. Teste cutineo para determinar sensibilida-
de retardada foi realizado com a administragdo de 50ug por via intradérmica, 2 semanas

ap0s a imunizagao.

Antigeno: KLH foi obtido através da ‘““Pacific Biomarine Company™, Venice, Ca-
lifornia, e foi purificado pelo procedimento descrito por Campbell et al (1967). O produ-
to ap0s re-suspenso em 0,9% NaCl foi filtrado e estocado a 40C na concentragdo de
10mg/ml. O material usado para inje¢Ses foi re-suspenso em solugdo bacteriostatica de

NaC(l.

Preparacdo do Anticorpo. dois coelhos (NZW) foram imunizados com 4mg de
KLH em adjuvante de Freund completo administrado por via intramuscular. Um més
ap0Os, uma segunda dose do antigeno na concentracio de 5S00ugem adjuvante de Freund
incompleto foi ministrado por via subcutinea em sitios diferentes. Duas semanas apos
a Ultima inje¢3o, os coelhos foram sacrificados e os soros misturados. A fra¢do IgG foi iso-
lada através de metodologia classica Garvey, Cremer & Sussadorf (1977), concentrada
através de didlise com Amicon, e o material final foi filtrado e estocado a 40C na concen-
tragio de 10mg/mt em 0,9% NaCl.

Prepara¢io de complexos imunes: uma curva de precipitagao usando KILH mar-
cado com 1125 Marchalonis (1969) foi realizada para determinar complexos formados em
equivaléncia, em zonas de excesso de antigeno ou de anticorpo. Através do KLH marcado
(1125) pode-se avaliar a quantidade de antigeno presente no complexo. Na maioria dos
experimentos, os complexos foram formados em equivaléncia. Complexos em excesso de
antigeno ou de anticorpo foram formados conservando-se a mesma quantidade de antige-
no e adicionando-se uma quantidade de anticorpo vinte vezes menor ou maior aquela uti-
lizada para a formacao de complexos em equivaléncia. Para a prepara¢ao dos complexos,
KLH e IgG anti-KLH eram misturados e incubados a 370C por 1 hora e, posteriormente,
deixados a 49C por 24 horas. Apés centrifugacao usando 800g, o sobrenadante era aspira-
do e o precipitado re-suspenso em 0,9% NaCl.

Suspensdo de células: células mononucleares foram obtidas através de sangue he-
parinizado pelo processo de centrifugacdo em um gradiente de densidade usando LSM
(“Limphocyte Separation Medium™). Apds a separag3o, as células foram lavadas em meio
de cultura RPMI (Grand Island Biological Company), incubadas a 370C por 1 hora para
remocdo de proteinas aderidas e, apds nova lavagem com RPMI foram re-suspensas na
concentracio de 1x106/ml contendo 15% de soro humano AB* inativado pelo calor.
Com a finalidade de depletar linfécitos com grande afinidade para a por¢ao Fc da imuno-
globulina, o seguinte procedimento foi utilizado: 1. Células mononucleares na concentra-
¢a0 de 20x 106 por ml em RPMI contendo 20% de soro de feto bovino foram incubadas
por 45 minutos a 370C com a finalidade de separar os macrofagos dos linfécitos. Apos
este procedimento, as células ndo aderentes foram colhidas e os macrofagos recolhidos pe-
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la passagem de uma borracha sobre a placa. 2. As células nao aderentes (96 * 2% de 1info-
citos foram re-suspensas na concentragao de 4Xx 106/ml e 2ml desta suspensao adicionadas
a placas de Petri contendo complexos imobilizados de BSA/a BSA Horwitz & Juul-Nielsen
(1977). Estes linfocitos foram incubados por 45’ a temperatura ambiente. As células ndo
aderentes foram recolhidas e o processo repetido mais uma vez. A populagao resultante
continha 85+9% de linfocitos T, e 10+3% de linfocitos B e menos que 1% de linfocitos
com receptores para porgdo Fc da imunoglobulina detectados por uma técnica semethante
ao Ea repley Horwitz, Cooper & Carvalho (1979). Esta populagio de células para diteren-
car das células mononucleares no presente trabalho vai ser denominada populagdo deple-
tada de linfocitos com receptores Fe. Como macréfagos sdo necessarios para uma resposta
proliferativa in vitro Seeger & Oppenheim (1977), 10% de macrofagos foram adicionados a
esta populacdo de células, pois esta era, aproximadamente, a média de macrofagos detec-
tada na populacio de células mononucieares.

Condicoes de cultura: 2x 105 células em 0,2ml foram adjcionados a placas de mi-
crotitulagem (Falcon 3040) em triplice e estimuladas com KLH ou complexos de KLH/
igG anti-KLH. Ao fim do 50 dia, 2mCi de H3-timidina, com atividade especifica de 1,3Ci
por mMol (‘“New England Nuclear’’) eram adicionados ¢, apos 4 horas, as células eram co-
lhidas para determinacdo da captagao de H3 Timidina num contador de Acetilagdo. Os re-
sultados sdo apresentados como a média e o erro padrdo das contagens por minuto
(CPM).

RESULTADOS

1. Resposta proliferativa de linfocitos a KLH e complexos formados de
KLH/IgG anti-KLH

A resposta proliferativa de linfécitos (incorporagao de 3H-timidina) em indivi-
duos imunizados (Grupo 1) ou nfo imunizados (Grupo 2) ¢ mostrada na Tabela I. Somen-
te individuos previamente sensibilizados responderam a estimulagao com complexos 1mu-
nes. Estes induziram uma resposta proliferativa duas a trés vezes maior que a do antigeno
isoladamente. A quantidade de moléculas de anticorpo no complexo imune nao pareceu
alterar a resposta mediada por este. O Grafico 1, por exemplo, demonstra que tanto em
zona de excesso de antigeno como excesso de anticorpo complexos precipitados foram
mais eficientes que o antigeno.

TABELA I

Resposta Blastogénica de Linfécitos Humanos a KLH e Complexos Imunes Formados por
KILH-IgG e KLH

Doadores
Estimulantes Ndo Imunizados Imunizados
CPM £ EP
Ausente 410+ 417 662+ 98
KLH 589 + 133 7.007+ 823
KLH-IgG « KLH™ 731 + 174 15,251 £ 1,089

* Valores representam a média e o erro padrdo das cpm de 6 diferentes expenimentos.

*+ A quantidade dc KLH no complexo imune precipitado de KLH-IgGQKLH era igual 2 quantidade
utilizada para estimulagdo somente com o antigeno.
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2. Efeito do complemento na blastogénese de linfocitos estimulados com complexos de
KLH/IgG anti-KLH

Alguns observadores tém sugerido que complexos de antigeno e anticorpo sao
capazes de induzir uma resposta proliferativa em linfocitos ndo previamente imunizados,
quando as condigdes de cultura contém complemento Bloch-Shtacher, Hirschhom & Uhr
(1968), Méller (1969). Para avaliar este aspecto, linfcitos provenientes de individuos pre-
viamente imunizados ou nio foram estimulados com KLH/IgG anti-KLH em presenga de
soro fresco ou inativado pelo calor. A Tabela I1 mostra que complexos de KLH/IgG anti-
KLH s6 estimularam linfocitos previamente imunes, mesmo em presenca de complemen-
to. Além disto, as culturas com complemento mostraram um grau de estimulagao menor,

tanto para 0 Ag como para os complexos imunes.

TABELA 11

Efeito do Complemento na Resposta Proliferativa de Linfécitos a Complexos Imunes

Culturas Estimuladas em Presenga de:

Doadores Soro Fresco Soro Inativado pelo Calor
KLH KLH-IgGaKLH | KLH KLH-IgGaKLH
Ndo Imunizados 543 *+ 145” 839+ 178 668 + 109 892+ 250
N=4
Imunizados 4536+ 171 8,197 + 1,069 5,860 + 641 13,102 + 2,285

-Valores representam a média e o crro padrdo das cpm de 4 diferentes cxperimentos.

3. Células envolvidas no aumento da resposta proliferativa mediada por complexos de
antigeno e anlicorpo

Estudos tém demonstrado que complexos imunes podem se ligar a algumas célu-
las do sistema imunoldgico que tém receptores para porgdo Fc da imunoglobulina Ferra-
nini et al (1975); deste modo resolvemos, por um processo de imuno-aderéncia, usando
complexos formados por albumina sérica bovina (ASB) e soro de coelho anti-ASB, deple-
tar linfécitos que tém estes receptores e, avaliar se esta deplegdo teria alguma alteragao na
resposta blastogénica mediada por complexos imunes. O Gratico 2 mostra que em presen-
ca de macrofagos, mas na auséncia de linfocitos possuidores de receptores para a por¢ao
Fc da imunoglobulina, os complexos de KLH/IgG anti-KLH n2o induziram uma resposta
superior 2 verificada com o antigeno. O fato de que a populagdo depletada de linfocitos
possuidores de receptores para a por¢io Fc da imunoglobulina continha mais linfécitos
T e B que previamente 4 deple¢do, revela que a maioria das células depletadas ndo eram
constituidas nem de linfocitos T nem B, mas possuiam receptores para a porgdo kc da

imunoglobulina G.

DISCUSSAO

Estudos /n vitro avaliando o efeito de complexos de antigeno e anticorpo com
relacio a4 resposta proliferativa de linf6citos tém mostrado resultados contraditérios
Banks (1973), Harris (1968), Oppenheim (1972), Bloch-Shtacher, Hirschhorn & Uhr
(1968), Méller (1969) & Leikin & Oppenheim (1971). Provavelmente a fonte de células
utilizadas (diferentes espécies de animais) ¢ a maneira de preparar os complexos, contn-
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buiram para estas observzgdes discordantes. Na presente investigagcdo, foi documentado
que complexos formados por KLH e IgG anti-KLH, em equivaléncia ou em excesso de an-
tigeno ou de anticorpo, foram consistentemente mais eficientes que o antigeno sozinho
em induzir blastogénestc de linfocitos. Esta estimulag¢do foi especifica, pois s6 lintocitos
de individuos previameate imunizados responderam a estimulagdo mediada por comple-
Xos imunes, € o antico.po por si s¢ ndo foi um agente estimulador. Estes achados estao
em concordancia com ot tapalhos de Oppenheim e col (1972) realizados com cobaias e
nao oferecem apoio as observagdes anteriores de que complexos imunes podem induzir
proliferacao de linfécitos que ndo tiveram previamente contato com o antigeno Bloch-

Shtacher, Hirschhom & Uhr (1968) e Moller (1969).

O mecanismo pelo qual a associagdo do anticorpo ao antigeno pode aumentar a
resposta proliferativa de linfécitos nao esta esclarecido. Agregacdo dop antigeno pela molé-
cula do anticorpo Harris (1968), maior habilidade de macr6fago em processar complexos
imunes do que o antigeno isoladamente Oppenheim (1972) ou ativagdo de linfocitos B via
receptores do complemento Thorbecke & Siskind (1973), tém sido sugeridos como as
possiveis explicacOes para este fato. No presente trabalho, complemento nao foi necessa-
rio para que o aumento da resposta proliferativa mediada por complexos imunes fosse ob-
servada e, em presenca de soro inativado pelo calor, a sintese de DNA foi até maior que
em presenga de soro fresco. Em trabalho a ser publicado, chamamos a atengao que o pa-
pel do anticorpo ndo é, somente, o de agregar o antigeno, pois complexos formados com
a por¢ao F (ab’)2 do anticorpo ndo induzem blastogénese semelhante a complexos imunes
formados com uma molécula intata de IgG. Deste medo foi, entdo, testada a possibilidade
de que uma interacao de complexos imunes, com células possuidoras de receptores para a
por¢do Fc da imunoglobulina, fosse uma etapa necessaria para que 0 anticorpo exercesse
seu efeito. Trabalhos anteriores tém documentado que macréfagos, linfécitos T, linfécitos
B e uma subpopulacdo de linfécitos que ndo sio T e nem B e denominados de linfécitos
L possuem receptores para a por¢do Fc da imunoglobulina Lobo, Westervelt & Horwitz
(1975) e Ferranini et al (1975). Estes altimos tém a peculiaridade de possuirem recepto-
res Fc com grande avidez para moléculas de IgG Lobo, Westervelt & Horwitz (1975), ¢
sdo os linfécitos que podem ser depletados, pela sua capacidade de aderir a complexos
imunes imobilizados em superficie plastica Horwitz & Juul-Nielsen (1977). A demonstra-
cdo de que, na presenga de macréfagos, mas na auséncia de linfécitos com alta afinidade
pela porcdo Fc da imunoglobulina, a resposta proliferativa induzida por complexos de an-
tigeno e anticorpo foi reduzida a resposta mediada pelo antigeno, prova que a presenga de
linfécitos que possuem grande avidez pela porgao Fc da imunoglobulina, s30 necessarios
para que a resposta blastogénica mediada por complexos seja superior 4 mediada pelo an-
tigeno. O mecanismo pelo qual estes linfocitos participam na estimulagdo mediada por
complexos imunes estd sob investigacdo. Resultados preliminares indicam que estes linfé-
citos ndo sofrem transformacio biistica em presen¢a de complexos de antigeno € anticor-
po, mas a sua habilidade de fixar complexos imunes pelo receptor Fc, se constitul numa
forma peculiar de apresenta¢do antigénica para linfécitos T.

SUMMARY

Previous studics in experimental animals have documented that immune com-
plexes consisting of antigen and antibody exert a regulatory effect in immunological res-
ponse. Using peripheral blood human lymphocytes from subjects previously immunized
with Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), the present study compared the in vifro
lymphocyte blastogenesis induced by KLH with that mediated by precipitated immune
complexes formed by KLH and IgG anti KLH. The IgG antibody complexed to the anti-
gen consistently induced a proliferative response significantly higher than that mediated
by the antigen alonc. The enhancement observed with the immune complexes was neither
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dependent of the presence of complement or the amount of antibody molecules in the
complexes. Depletion of non T, non B lymphocytes with high avidity Fc receptors for
molecules of lgG, reduced the blastogenesis response induced by immune complexes to
levels observed with the antigen alone. We conclude that these lymphocytes played an
important role in the enhancement of lymphocyte blastogenesis mediated by immune

complexes, probably by their ability to bind the IgG through Fc receptors.
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