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RESLUIMO

Neste rabalho foi obtido soro anti-recaptor de linfdcitos T humano para entrécitos de caneino (E) por imunizagdo de camel-
ro com eniricitos auldlogos sensibilizados com receptores solubllizados de membranas de linfdcilos humanos. A andlise desse
soro anti-receplor soldvel (anti-Rs) demonsirou a capacidade de inibir a formagdo da rosdcea, de identificar linfdcitos T por imu-
nofiuarescéncia indirela, de aglulinar complexo E sensibilizado com receptor soliivel, confirmando os dados da literatura, Consi
derando que esse soro anti-As interage com moléculas de peso molecular aproximado de 58 Kd (Ris1) e acima de 150 Kd (As2),
foi analisado o efeifo blogueador desse soro anti-fs na interago de Rsi e As2 a £, Adicionalmente lgG anl-Hs fof purificada
afravés de cromatografia de afinidade wiilizando coluna de Sepharose Protefna A ¢ anafisada em cultura de linfdcitos. Essa IgG
ant-As purificada, nas concentragbes de 60 e 120,ug induziu resposta proliferativa de linfdcitos humanos normais “in vitro™,

FPALAVRAS-CHAVE: Linfocitos T, Recepfor para £, 02

1 = INTRCDUGCADC pela sua propriedade de interagir espontansamente com eri-
tricitos de carneiro (E), por intenmédio de receptor de mem-

Os lintécitos T humanos foram originalmente diferen- brana (Revisto por Mendes)(11). Com a produgso de anticor-
ciados dus linfScitos B e de outras células hematopoifticas pos monoclonais, o receplor de membrana de linfbcitos T pa-
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ra E, designade de CD2, ioi caracterizadg bioguimicamente
como um peptiden de 40 a 58 Kdll: 13 20, sendo que a he-
tercgeneidade no peso molecular de CO2 se deve & vanagio
nos ramos laterais de carbohidratosi1),

Os regeptores para E estdo presenies na membrana
de linfdcitos T humanos e também na forma solivel, em so-
fos humanos{10s 18], nos solubilizados de membrana de lin-
fécitos por aguecimento de linfdcitos & 459C durante 1 ho-
al10), no sobrenadantes de linfécilos incubadas a 37°C per
45 minutos17) & por tratamento de linfdcitos com KCI
ant16),

Por imunizagio de cameirgs com E autblogos sensibi-
izados com os receptores sallveis (Rs) presentes em so-
brenadante de aquecimento de linidcitos {SAL), foram obtidos
anticorpos policlonais especlicos para 08 receplores para
E{12], Fei demonstrado que tal soro & capaz de inibir a for-
macio de rosdceas, de ser citoddxico para linfbcitos T, de
identificar linfdcitos T por imunofluorescéncia indireta & asti-
mular blastogénese de linfécitos em culturalt2) e capaz de
interagir com moléculas de P, aproximado de 58 Kd (Rs1),
portanto similar @ CD? e adicionalmente moléculas de P,
superior a 150 Kd (Rs2) presente em nivel elevadoe em soros
de pacientes com cincer e uremial®l,

O objetivo deste trabalho foi obter soro anti-Rs de
acordo com Mendes12, com algumas modificacdes no es-
quema de imunizagio, seguida de andlise de especificidade
desse soro para linidcitos T, verificar efeilo inibitdrio de soro
anti-Rs na interagde de Bs1 e Rs2 a E, purificar 195G anti-Rs
e analisar o efeito dessa lgG em culiura de linfbcitos,

2 — MATERIAL E METODOS

1 - Sohrenadante de aguecimento de linfdcitos periféricos
(SALp) e de linfécitos de bago (SALD)

O sangue periférico humano normal foi colhido em he-
parina, incubado com ferra em pé a 37°C, durante 30 minu-
tos & seguida de centrifugacfo a 200g, durante 15 minutos,
As células de interfase foram centrifugadas em solugio de
Ficol-Hypague {d = 1,076} A nuvem de linfécitos foi colhida
e lavada em solugic de Hanks e apds ajuste para 1 x 107
infécitos/ml, foi aguecida em banho maria a 45°C durante 1
hora, & a sequir centrifugada.

Fara obtenco de SALb, oz bagos obtidos de doado-
res-cadiver para transplante de rins, foram desprovidos de
capsulas, ragmentados, filtrados e os linfécitos foram obtidoes
pelo mesmo procedimento acima, seguida de aquecimento.

2 - Soro de cameiro anti-receptor sollvel (anti-Bs)
Eritrécitos autdlogos de carneira, 0,5% foram incuba-
dos, volume a volume (1,0 mlj, com sobrenadante de aque-
cimento de linfbcitos durante 18 horas a 49C. Apds 2 lave-
gens em solugBo de Hanks gelada, em centrffuga refrigerada,
foram ressuspensos em 0,5 ml de solucdo de Hanks. Eritrd-
citos autblogos sensibilizados, juntamente com o adjuvante
complete de Freund (W/V), foram inoculados em carneiro, por
via subcutinea em vérios pontos. A segunda e a ferceira
inoculagdo foram realizadas com adjuvante incompleto de
Freund, por via subcutinea, com intervalo de 30 dias, e a

sangria de prova realizada 156 dias apds a tercora inoculi-
a0,

3 - Teste de identidade entre anti-Fs obdo na UEL com an-
ti=Rs obtido na EFR,
O teste de identidade foi feito por imuncdifus2e radial
dupla segundo Ouchterdony (Lima, 1570, oo 74), em gel de
dgar a 1%.

4 = Teste de inibicdo de formagio de rosdcea,

O teste de formacio de rosficea to realizado de acor-
do com Mendes(11)_ A inibicdic de rosdcea foi realizada com
& mistura de diluigdes em série de soro anli-Hs com 3 x 108
linfécitos/mi (VA Os linféeitos foram lavados ¢ misturacos
com suspensdo de E, seguindo teste de rosacea, lenco co-
rmo controle linfcitos incubados com Hanks.

5 - Separagio de linidcitos G e T

Cs lintdeitos B foram obtidos por aderéncia em celuna
de nylon e os linfdcitos T apds & passagem em coluna de
nylon foram separados pela técnica de rosdcea seguida de
centrifugacgo em Ficol-Hypague (d = 1,076) g lise de E com
cloreto de aménio, A concentracio das suspensdes de linfd-
citos T & B foi ajustada para 1 » 106 céls/ml.

& - Aeagdo de Imunciluorescéncia indireta.

Foram incubadas linfécitos {1 % 102 células) com soro
anti-Fs nas dilvigbes de 1410, 1/50, 1/100 ¢ 1/200 e com
PBS (contrale), a 49C durante 30 minutes. Apds lavagens
com PBS gelado foi adicionado conjugado lgG de coetho ant-
IGg de carneira marcado com fluorescelna, (1/20), produzido
no laboratdrio. Apds lavagens em PBS gelado, as células fo-
ram tratadas com formol 2 4% em PBES e analisadas em mi-
croscopia para imunoflucrescéncia [Nikon).

7 - Aglutinagao de complexe hemdcia de carneim formola-
da-receptor scilvel.

Suspensdo de hemdcias formoladas (0,3%) foi ratada
com diluigfes de sobrenacdants de aquecimento de linfcitos.
O complexo E formolado-receptor soldvel (EF-Rs} foi lavado
em hanks e ressuspenso em solugdo de hanks contendo
1% de sorc normal de carmeiro. A esse complexo EF-Rs a
0,5% foram adicionadas dilvigies em série de soro anfi-Rs
{1/8 a 1128} durante 5§ horas & temperatura ambicnie, em
microplacas & a seguir observado em microscdpic. Como
controles EF e EF sensibilizadas foram tratados com FPBES.

§ - Cromatcgrafia em coluna de Sephadex G-200.

As amostras de 2 mil, foram aplicadas em coluna de
Sephadex G-200 (80 % 20 om) equilibrado com tampdo tris-
MaCl 0,15 M, pH 8,0, As ragbes ohbtidas foram analisadas
por gel precipitagio (Ouchterdony) com soro anti-Rs.

@ - lnibigBo de interagio de E com receptores soldveis pelo
soro anti-Rs,

Inicialmente E foi fixado em microplacas de fundo chato
de acordo com Cobbold & Waldmannl®), com algumas modi-
ficagfes. Apbs tratamento de E corn PBS, contendo 2% de
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amostra marcada com 1131, pele método de cloramina T13),
mais 200l de solugdo de hanks ou 200l de amosira marca-
da mais 20ul de soro anti-Rs. Apds incubacio a 4°C durante
4 horas, cada orifcio foi lavado duas vezes com solugio
FES contendo 0,2% de SHN absorvido com E, Apds retirada
de PBS, foram pipetados 100 ul de tritom 2100 2 o eluato
contendo receptor macado ol lide em cintilador garma (Logic),

10 - Purificacio de 195G ani-Rs.

O soro ant-Fs foi passado em coluna de Sepharose
protefna A (5,0 x 1,5 cm), seguida de virias lavagens com
FES, A fragio oG foi elulda com tampao glicina pH 2,8 e 0
seu pH corrigido imediatamente com tampo tis HCI, 1M, pH
8,5, Apbs diflise contra 1000 ml de PBS, a 42C, overnight, foi
realizadz a dosagem de protelna pelo método de Folin,

11 - Cultura de linfdcitos. ;i

A gem microlitros de linfcitos (1 x 10° céls) foi
adicionade IgG anti-Rs (0,15 ug; 0,75,0g; 15,ug; 300g; 60ug
e 120,ug) e controles com RPWVI ou PHA (4,0 de PHA Culti-
fab diluldo 1:250) foram incubados em meio BPYWI (contendo
peniciling, estreptomicing, hepes, soro boving fetal) a 3700,
durante 72 horas, com 5% de tensio de C0q, em placas es-
cavadas. Oito horas antes de esgotar o tempo de incubagio
foi adicionado timidina iada, Apds a cultura, as oflulas fo-
rarn coletadas semi-automaticamente em papel de filtro, &
apds adiclo de lquido de cintilagdo, analisadas em Cintilador
Beckmam LS 8,800 LUSA.

3 — RESULTADOS

1 - Teste de identidade entre soro anti-As obtido nesse ra-
balho com soro anti-As cbiido na Escola Faulista de Me-
dicira {EFM).

O soro de cameiro anti-Rs obtido de acordo com bMen-
dest12), com algumas modificaces, quando analisado com
sobrenadante de aguecimento de linfdcitos, por imunodifusio
{Ouchterlony), demenstrou identidade toial com o soro anti-
Rs de referéncia, da EPM (Fig. 1)

SALp {UEL)
1

. g
fAnti- TAnti-RS LUEL}
A
{(EPM)

k H.,}:-f'm' 5

SALp (EPM]
L

Fig. 1 - Teste do identidade por imunodifusio (Ouchteriony) entre
soro de carneiro anti-receptor solivel para E, obtido na
Escola Paulista de Medicina (EPM), e soro de carneiro anti-
receptor soldbel para E, obiido nesse trabalho (UEL), utili-
rando, como antfgeno, sobrenadants de aquecimento de
linfécitos de bago, obiidos na EPM e LUEL. Anti-Rs = Soro
de carneiro anti-receptor soldvel para E.

7z

2 - Teste de inibic3o de rosdcea

(s resuliados de inibiciio de rosfcea com diluigdes em
série de sorc anti-Rs, demonstraram a aghutinagio de lintd-
citos nas diluigdes de 1/2 até 1/8, impossibilitando a conta-
gem de rosfceas. Mas diluicbes de 1186, 1/32 & 1/64 foram
observadas 59,9%, 55% e 32,8% de inibigio de rosdcea,
respectivaments,

3 - Aglutinagic de complexo E sensibilizado com receptor
soldvel,

Foi observada agluinacdo de hemdcias formoladas
sensibilizadas com Rs pelo soro anti-Rs até a dilvigio de
1/64.

Os controles de EF tratados com PES foram negativos
& EF n3o sensibilizados demonstraram aglutinagao inespeck
fica com soro anti-Rs até a dilvicio de 1/6.

4 - Testa de imunofiucrescencia.

O soro anti-Rs reagiu positivarmente por imunofluores-
céncia até a diuigdo de 1/100 com os linfdcitos T e aé 1/10
com os linfécitos B.

5 - Cromatografia de SAL e soros de pacientes com cancer
em coluna de Sephadex G-200.

Foram obtidas duas fragdes que interagem com O soro
anti-Rs: Rs? de PW acima de 150 Kd e Asl na fragio de ak-
bumina (= 58 Kd determinado por SDS-PAGE)S, em amos-
tras de SAL e soros de pacientes com céncer, Em saliva
humana foi detectada apenas a fragéo de Rsl, (Fig. 2).
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Fig. 2 - Perfil espectrofolométrico a 280 nm das fragfes obtidas
por cromatografia em Sephadex G-200 de: sobrenadants
de aquecimento de linfdcitos de baco humano i0x con-
centrado (2a) e “poal™ de soras de pacientes com cidncer
(2h). As fragdes de 2,5 ml coletadas foram analisadas por
precipitagio em gel de dgar (Ouchterlony) utilzando gore
de carmeiro anti-receptor solivel de linfécito T paraEe as
fragfes posilivas esto assinaladas com Rsi e Rs2 (2a,
2b)-
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& - Inibigdo de interagdo de E com As,

Os resultados obfidos em cpm (guadruplicatas) de
eluatos de E sensibilizados com fragio As1 de SAL e soro
hurmano e com RBs2 de SAL e soro, juntamente com os con-

reles incubados com soro anti-Rs, estao demonstrados na
Figura 2.

7 = Efeito de IgG ant-Rs na resposta linfoproliferativa.

Os resultados oblidos em cpm de culturas de linfécitos
humanos nomais incubados com diferentes concentracdes
de lgG ant-Rs foram: 5.914,5 = 934,85 (120 ug), 2117
= G543 (60ug), 1.238 £ 39,4 (30ug), 713,5 = 74,5 (15ug),
520 + 40,4 (7,5ug), 440 = 62,2 (0,15,ug), 563 = 87,5 (con-
trole com RBPMI) e 4,101 = 1.146 {controle com FHA).

Fig. 3 - Resuliade em cpm de amosiras de fragdes, obtidas pela
cromatografia em coluna de Sephadex G-200, marcadas
com 1137 ligadas a E (A) e o blogueio das ligagdes com
sore anti-Rs (B), das sequintes amostras em quadruplica-
b

1 - As? de soro de pacientes com cincer (SPC)

2 - Rs1deSPC

3 - Asl de sobrenadante de aquecimento de linfbcitos do

bago (SALD)

4 - As2de SALDL

2 ""l

fi B [ e

G H

Flg. 4 - Efefio de oG anti-Rs na resposta linfoproliferativa.
Oz resultados obtidos em cpm de cultura de linfdcitos
humanos normais incubados com diferentes concenlrar
¢oos de lgG ant-Rs foram:
A - 120 ug de IgG antiAs (5.914,5)
B- 60ugdelgs antk-Rs (2.117)
C- 30uqde oG anti-Rs {1.238)
D- 15ugdelgG anti-Rs (713,5)
E- 7,5ugdelgGant-Rs (520)
F- 0,15ug delgG anti-As (440)
G - Controle com RPWH (583)
H - Controle com PHA (4.101)

4 - DISCUSSAD

Meste trabalho, foi obtide soro heterdlogo ant-receptor
soldvel para E {anti-Rs), por imunizagio de camero com E
autdicgo sensibilizado com receptor soldvel (As). Esse soro
anti-AS demonstrou identidade total por imunodifusge (Ou-
chterlony) com sora anti-Rs obtido por Mendes!12), quanda
analisado com sobrenadante de aguecimento de linfdcitos,
demonstrando reconhacimento dos mesmos determinantes
antigenicos reconhecidos por Soro ant-Fs de vendest12), A
andlise desse soro, demonstrou capacidade de inibir a for-
magio de rosdoeas-E, de identificar [infécitos T por imuno-
flunrescénois indireta e aglutinar complexo de hemécia de
carneiro formoladasreceptor sollvel, confirmando s dades
de Mendes(12], Outro dado que reforga a especilicidade
desses anticorpos policlonais para receptores soliveis &a
sua acfo inibithria na interag@o de receplores soltveis a eri-
trdcilos de carneiro,

O nosso anti-Rs demonstrouw imunofluorescéncia de
populagdo enriquecida de linfécitos B, porém essa imunoflug-
rescéncia foi observada soments até a diluigho 110, Esse
resultado ndo pode ser explicade pela contaminagao por lin-
t6citos T, pois foi verficada fluorescéncia em mais de 10%
dos linfécitos. Possivelmente os nossos anlicorpos policlo-
nais, em concentragdes mais allas, reagem cruzadamente
com finféeitos B,

A estrutura G02 de superilcie de linfécito T hurnano, de
peso molecular aproximada de 58 Kdl1), detectada por diver-
s0s anticorpos monoclonais, fol, inicialments, considerada
como sendo receptor para E ou antfgeno estreftamente rela-
clonade ao receptor, pelo fato desses anficorpos serem Ca-
pazes de blogquear a formaciio de rosdceas e de reagir com
inf6citos T. Além disso, Kamoun et alt8) demonstraram mo-
vimento simultines de antigeno CD2 e receptor para E,
quando o linfécito era tratado com anficorpe monocional anti-
CD2 (anti-9.6). Com purificagio do COZ, foi oblido cDMA pa-
ra CD2 ¢ através de transferéncia desses cONA para ctlulas
COS, verificou-se que as mesmas, expressando cDMA,
apresentavam a capacidade de se ligarem a E(18), Da mes-
ma forma a demonstracio da ligacBo CD2 purificada ao
£019), comprova que o antfgeno CO2 & a estrutura de ligagao
de linfécito T & E,

Provavelmente os nossos anticorpos policlonais reco-
nhecem a mesma estrufura de CD2, pois verificamos que o5
mesmos reconhecem moléculas de peso molecular aproxi
mado de 58 Kd (Rs1) partanto de PM similar 0 ©02(15) com
a capacidade de interagir com EL7). Além disso, tem sido
descrito um aumento no nfvel de Rs{14, bem como de
GD2U15} em soros de pacientes com cancer.

2AlEm de moléculas de 58 Kd, esses anticorpos polickr-
nais (ant-Rs) reconhecem moléculas de peso molecular Su-
perior a 150 Kd (Rs2) em preparacdes oU SOTOS humanos
previamente concentrados(®l, A nfo detecgio dessa molé-
cula de allo peso molecular por cutros autores pode Ser ex-
plicado por sua baixa concentragdo em prepara¢bes ou so-
f0s nomnzis e também, possivelmente se deve ao reconie-
cimento restrito de anticorpo moneclonal a um dado epitopo,
enquanto o sistemna de reconhecimento policlonal & mais an

plo.
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Fai demonstrado por Mendes(12) gue soro de carneirc
anti-Fs & capaz de induzir a proliferac@o de linfScitos em
culfura, o mesmo nda gcorrendo com soro normal de camek
ro. Da mesma forma foi chservado que as associagtes de
anticorpes monoclonais a CD2, dingidos aos epitopos T11-2
e T11.3013), De6 e 9.6M11.1(2) ou GT2 e a&mM11.1(5)
ativam linfdcitos em cufiura.

Para eliminar a participagio de fatores presentes no
s0r¢ de carneiro na estimulagdo de linfdcitos e para determi-
nar a dose ideal de anticorpo policlonal na estimulacio de
linféeitos, foi inicialments realizada purificagio de IgG anti-Rs
por cromategrafia de afinidade, utilizando coluna de Sepharc-
se-proteflna A. A lgG anti-Rs punficada em diferentes con-

centragtes foram introduzidas em cultura de linfécitos, e 0s
resultados obtidos demonstraram intensa proliferacio nas
concenfractes de 60 e 120 0g. Esses resultados s8o impor-
tantes para futuros estudos de agdo de 1gG anti-Rs, envol
vendo também os receptores sollveis de pesos moleculares
distintos na proliferacio de linfdcitos humanos nomais & em
doencas associadas com a depressao da resposta imune
celular,
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ITANG, EN. et al, Obtention and analysis of heterologous anti-human T lymphocy te receptors for sheep ervthrocytes
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ABSTRACT

Anti-hurnan T lyrniphocyle serum specifc lo the receptor for sheep erythrocytes (E) was produced by immunizing sheep with
autologous eryifvocyles sensitized with solubiized receptors from human lymphocyles, The anti-solubie receplors serum
{ant-As) inhibited E-Rosette formation, identifed T fymphocytes by indirect immunofiuorescence, agoluinated the formalized
E-solulile receptors complexes, and inhibited the Esoluble receptars interaction, This anti-8s serunt was also subrmited to the
affinity chromatography by protein A sepharose, and the amounis of 0,15 to 120 ug of purified anti-As IgG were added to the
lvmphocyta culture. The result obtained showed an induction of proliferative response of the normal human lymphocytes in the

presence of 80 and 120,ug of ant-Rs lgG.

KEY-WORDS: T lymphocyte; SAEC receptor; COZ2
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