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1-INTRODUCAO



As interagfes entre parasitas protozodrios e o sistema imune de
seus hospedeiros sdo variadas e complexas, representando, quase sempre,
grande desafio no que diz respeito ao estudo das mesmas. Os parasitas séo
antigenicamente complexos e a maioria tem ciclos de vida complicados, nos
quais 0s varios estdgios de desenvolvimento, frequentemente ocupando
diferentes sitios, diferem antigenicamente um do outro. Somado a isso, os
parasitas, embora capazes de elicitar resposta imunolégica, tém desenvolvido
numerosos mecanismos para evadir as consequéncias do ataque imune (COX
& LIEW, 1.992).

Os hospedeiros vertebrados servem-se de variados mecanismos
imunes efetores para protegerem-se contra a invasio de parasitas. Incluem-se
entre eles, a ac¢do dos anticorpos, o processo de fagocitose, a ativagdo de
células "natural killer" (NK), linfécitos T citotéxicos (CTLs), ativagdo de
neutrdéfilos, macréfagos, entre outros (FINKELMAN & URBAN, 1.992). Os
mecanismos efetores imunes selecionados sdo, em geral, especificamente
condizentes com ¢ parasita. Visto que parasitas variam muito em tamanho,
fisiologia, localizagdo dentro do hospedeiro, e capacidade para neutralizar o
potencial de defesas do hospedeiro, 0s mecanismos que podem proteger contra
um grupo de parasitas, podem ser de pouco valor protetor contra um grupo
diferente. Desde gue diferentes mecanismos efetores podem ser mutuamente
antagonistas, podendo ser prejudiciais tanto ao hospedeiro como ao parasita, é
de considerdvel beneficio para o hospedeiro a capacidade de selecionar um
grupo particular de mecanismos em resposta a infecgfio por um determinado
parasita.

Linfécitos T desempenham papel central na regulacao da
resposta imune, modulando, virtualmente, todos os seus aspectos. Qs
linfécitos T séo células que se originam de precursores da medula éssea e sdo
dependentes do timo para que sua matura¢do ocorra. Apresentam grande
heterogeneidade de fun¢des e especificidade antigénica. As células T auxiliam
células B, outras células T, macréfagos, células citotoxicas naturais, entre
outras, através de interagbes celulares diretas e através da secrecio de
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linfocinas,Os linfécitos T com estas funcoes sao chamados linféeitos T
auxiliares e expressam na sua superficie a molécula CD4. Algumas células T
so também capazes de matar outras células que expressam antigenos néo
préprios e sio denominadas de células T citotéxicas. A maioria das células T
citotéxicas expressam a molécula CD8 na sua superficie. A expressdo de
moléculas CD4 ou CD8 estd geralmente correlacionada com a especificidade do
receptor da célula T. Células T CD4+ reconhecem antigenos em associacao
com protefnas classe IT do complexo principal de histocompatibilidade (MHCQ),
enquanto que células T CD8* reconhecem antigenos em associagao com
proteinas de clagse I do MHC.

Nos ultimos anos, o conhecimento da imunologia e imunopatologia
das doencas infecciosas tem sido revolucionado pelo papel das citocinas no
desenvolvimento da resposta imune. Citocinas sdo mensageiros peptidicos
produzidos e reconhecidos pelas células do sistema imune, controlando muitos
aspectos da resposta imunolégica em uma complexa rede de interagses. Devido
a disponibilidade de técnicas celulares e moleculares, tém sido possiveis
estudos mais precisos das fun¢des das citocinas. Através de técnicas de
clonagem génica, tem sido permitida a identifica¢so de vdrias delas, sua
produg¢do em formas recombinantes, e ¢ uso de anticorpos monoclonais para
inibir a a¢éo de citocinas selecionadas.

Estudos relativamente recentes mostraram que os linfécitos CD4
de murinos, poderiam ser divididos em dois subgrupos, baseados no repertério
de citocinas produzido. As citocinas utilizadas para diferenciar essas
populagdes foram I1.-2 e IFN-y, produzidas por células designadas Thl, e IL-4 ¢
IL-5, produzidas pelo subgrupo designado Th2 (MOSMANN et al.,1.986). A
heterogeneidade das populagées de linfécitos CD4+ , com relagdo ao perfil de
citocina liberado, explicaria a funcao auxiliar tanto para a sintese de anticorpo
como para s reacdes de hipersensibilidade. Assim, as subpopulacses Thi
produzem I1-2 e IFN-y, estando envolvidas na fun¢do auxiliar das reagdes de
hipersensibilidade, enquanto as subpopulactes de Th2 produzem I1-4, IL-5, II.-
6, IL-10, participando na fung¢fo auxiliar da produgio de anticorpos.

Virios estudos demonstraram a importancia das subpopulacies
Th1, produtoras de IL-2, IFN-y e fator de necrose tumoral (TINF) no controle de



parasitas intracelulares (LIEW et al., 1.990; LEIST et al. 1.989; KARUPIAH
et al.,1.991; LOCKSLEY & SCOTT, 1.991).

O entendimento da resposta protetora das subpopulag¢des Thl no
caso dos parasitas intracelulares, se deve principalmente a uma série de
estudos realizados em animais infectados com Leishmania major . Neste
modelo foi demonstrada a importante participag¢éio do IFN-y na inducsio de
imunidade protetora (SHER & COFFMAN,1.992). Interferon-y é uma
glicoproteina homodfmera contendo subunidades de aproximadamente 21 a 24
KD, sendo produzida tanto por células T CD4+*, como por CD8 (KHAN et
al.,1.994) e células NK (TEIXEIRA & KAUFMANN, 1.994; DENKERS et al.,
1.993). A resposta protetora observada com a ativagdo da subpopulagio Thl é
mediada, principalmente pela capacidade do IFN-y ativar o sistema

monocitico-fagocitario.

A administracdo de IFN-y a camundongos infectados com
L.mgjor induz macréfagos a gerarem nitritos que controlam a infecgéo das
formas amastigotas. Refor¢cando a atuagdo do IFN-y, uma Unica injecdo de
anticorpo monoclonal anti-IFN-y p6de reverter a resisténcia de camundongos
susceptiveis, quando o mesmo foi administrado nas primeiras semanas de
infecgéio. Tratamentos repetidos com o anticorpo durante o desenvolvimento
e/ou recuperacio da lesdo, e ndo durante o inicio da resposta, sdo ineficazes
(BELOSEVIC et al., 1.989). Quando camundongos C57B1/6, que sao
resistentes, e que secretam predominantemente IFN-y em resposta a infeccéio
por L.mgjor, receberam uma unica dose de anticorpo anti-IFN-y ac mesmo
tempo da infec¢do, desenvolveram infeccéo disseminada. A administracido de
anticorpo anti-IFN-y induziu a produgso de IgE, sugerindo aumento de IL4
(SADICK et al. 1.990). O tratamento de camundongos C3H/HeN com
anticorpo anti-IFN-y demonstra os mesmos resultados (SCOTT, 1.991). Por
outro lado, camundongos Balb/c, que sdo susceptiveis, e que
predominantemente secretam IL-4 em resposta ao mesmo parasita, apés a
administracio de uma tnica dose de anticorpo anti-IL-4, passam a secretar
IFN-y e controlar a infeccao. Estas evidéncias sugerem que citocinas
produzidas pelas subpopulagées de linfécitos CD4 tém a propriedade de regular
a proliferacao, sintese e atividade biolégica das citocinas produzidas pelas



populagdes opostas ( MOSMANN & MOORE, 1.991). Assim, IFN-y podeinibir
a sintese de IL-4 e IL-4 por sua vez, inibe a sintese de IFN-y .
A participagéio de IFN-y como uma citocina protetora contra

parasitas intracelulares, inclui protozodrios como Toxoplasma gondii e
Trypanosoma cruzi (SILVA et al.,1.991; GAZZINELLI et al. ,1.991),

De particular interesse para nés, é o estudo da infeccsio de
camundongos com Trypanosoma cruzi como modelo experimental para o
estudo da Doenc¢a de Chagas. A Doenca de Chagas constitue-se num grande
problema de saide piblica em muitos paises da América Latina. Infec¢do com
esse parasita pode ser aguda ou crénica e frequentemente envolve o
desenvolvimento de patologia progressiva em tecidos do coragdo, esdfago e
célon. In vitro e in vivo, os parasitas infectam uma variedade de células
nucleadas, incluindo macréfagos (SILVA et al.,1.991).

Estudos experimentais demonstraram a importincia das
citocinas produzidas pelas subpopulacdes Th2, como IL-3, IL-4 e IL-5 na
ativa¢do de mastécitos e inducdo de imunoglobulina E (IgE) e respostas de
eosindfilos (COFFMAN et al.,1.988, FINKELMAN & URBAN 1.992), estando
associadas com resposta imune a parasitas nematéideos. Com excecao da IL-
3, que é produzida pelos dois grupos de células T CD47*, as citocinas que estdo
frequentemente associadas com respostas a parasitas extravasculares e
multicelulares, s&o produzidas por células Th2, mas nao por Thl. Trabalhos
realizados com o nematodo Heligmosomoides polygyrus mostraram que uma
dose de anti-IL-4 bloqueia a capacidade dos camundongos de resistirem a
propaga¢do dos parasitas. Reforcando estas observacées os autores
demonstraram gue a administracso de IFN y e IFN-« exacerba a infec¢do com
H. polygyrus ou com outro nemiatodo Nippostrongylus brasilienses
(FINKELMAN & URBAN, 1.992; URBAN et al. 1.993). Evidéncia genética
para a agdo das citocinas também foi previamente demonstrada.
Camundongos Balb/k que apresentam predominantemente resposta do tipo
Th2 resistem e expelem o parasita Trichuris muris . Por outro lado, os
camundongos BIOBR  que apresentam resposta Th1l quando infectados pelo
mesmo parasita, néo sao capazes de controlar a infeccfio. H4 ainda evidéncias
da participagéio das citocinas produzidas pela subpopulagao Th2 na imunidade



protetora em camundongos infectados por Strongyloides venezuelensis

(KORENAGA etal., 1.991).

Até o momento, pelo menos trés citocinas com moléculas
quimicamente bem definidas, foram descritas pela capacidade de inibir fun¢go
de outras citocinas. S#o elas as IL-4, IL-10 ¢ TGF-3 ( NACY, 1.984; SRIMAL
& NATHAN, 1.990; BOGDAN et al. 1.991 ).

Tanto IL-4 como IL-10 sdo produzidas seletivamente por células
CD4+ , pertencendo ao subgrupo Th2, entretanto, essas citocinas podem ser
produzidas por uma variedade de outros tipos celulares (SHER et al. ,1.992),
I1-4 estimula a geracéo de efetores Th2 (SWAIN et al,, 1.991; LE GROS et al.,
1.990), enquanto inibe o desenvolvimento de células expressando IL-2 e/ou
IFN-y (SWAIN et al.,1.991). No caso da IL-10 , além de suprimir a expresséo
de IL-2 e IFN~y pelas células Thl e células CD8+ (MOSMANN et al.,1.991;
MOSMANN & MOORE,1.991), influencia a atividade acesséria de macrofagos
(FIORENTINO et al.,1.991), inibindo a produgéio de TNF-aifa , o que resulta
em supressao da atividade NK (SHER et al.,1.992),

TGF-B é uma citocina que, entre outras funcoes, estd associada
com a regulagio da resposta imune, ndo se enquadrando como produto de
linféeitos Th1 ou Th2. Essa proteina de 25 KD 6 produzida por muitas células,
incluindo B, T, e macrdfagos ativados (KEHRL et al.,1.986; ASSOIAN et
al.,1.987). E secretada na forma biologicamente inativa ou latente, devido a
associagfo néo covalente com uma protefna associada a laténcia (LAP).
Alguns procedimentos como tratamento com enzimas proteoliticas ou
acidifica¢do transiente do meio, podem ativar a molécula latente e liberar a
TGF-8 na forma ativa (MIYAZONO et al. 1.993), Em termos de quantifica¢éo
em ensaios imunoenzimadticos, ficou demonstrado que apenas a forma ativa do
TGF-B tem capacidade de se ligar aos anticorpos (LUCAS et al. 1.990). TGF-B
consiste da familia de citocinas, cujas sequéncias de aminoscidos sio muito
bem conservadas filogeneticamente (FLANDERS et al.1.988, DANIELPOUR
et al. 1.989), permitindo o emprego de anticorpos de diferentes espécies nos
ensaios imunoenzimdticos. Essa citocina tem sido implicada como mediadora
de imunossupressso, inibindo a indug¢do de receptor de IL-2 (KEHRL et al.,
1.986), a proliferacio de timécitos induzida por IL-1 (WAHL et al.,1.988),



diferenciagéo e proliferacéio de células B (KEHRL et al. 1.986), expressdo de
antigeno classe Il induzida por IFN-y (CZARNIECKI et al., 1.988), geracdo de
linfécito citotéxico, e células "killer" ativadas por citocinas (MULE et al. 1.988).

Devido a estas propriedades reguladoras da resposta imune,
citocinas como TGF-8 e IL-10 podem induzir efeitos dramdticos na resisténcia
a infeccdo in vivo por parasitas intracelulares. Novamente, estudos
conduzidos nos modelos de Leishmania tém sido de extrema utilidade no
esclarecimento da participacgic de TGF-8 neste modelo de infeceiio parasitéria.
Na Leishmaniose, observou-se que TGF-8 é potente inibidor da atividade
leishmanicida por macréfagos ativados por IFN-y ( NELSON et al 1991,
BARRAL-NETO et al. 1992 ). Injecdes locais de TGF-B aumentam a
susceptibilidade 2 infec¢do com parasitas normalmente avirulentos, assim
como com formas virulentas, em camundongos geneticamente resistentes .
Inje¢Ges de anti-TGF-8 em camundongos Balb/c, que sdo susceptiveis, com
posterior infec¢éo, inibem o desenvolvimento de lesges ( BARRAL-NETO et al.
1992). Nestes modelos com Leishmania foi demonstrado que a infec¢do com o
parasita influencia a produ¢do de TGF-B pelos macréfagos. Macréfagos
peritoneais de animais infectados com L. amazonensis produzem TGF-B ativo
detectavel cerca de 72 horas apés infeccdo. O mesmo foi observado para
células mononucleares humanas ( BARRAL-NETO e BARRAL, A, 1.994 ).
Macréfagos infectados com a forma amastigota de L.major  promove
aumento de TGF-B cerca de cem vezes o nivel basal ( NACY et al. 1.991) . A
produ¢do de TGF-B também foi verificada em macréfagos infectados com
Mycobacterium avium ( BERMUDEZ, 1.993). TGF-B, na forma latente é
produzida por macréfagos no infectados em cultura. A ativacdo de TGF-B
ocorre com o tratamento dos macréfagos pelo IFN-y (WAHL, 1.992).
Recombinante de TGF-8 foi adicionado a macréfagos peritoneais de murinos
antes da infecgdio com L. brasiliensis . Progressivo aumento do ndmero
intracelular de formas amastigotas foi observado , enquanto no grupo controle
o numero de parasitas permaneceu constante (BARRAL et al., 1993). Somado
a estas observagdes que falam a favor do aumento na produgso de TGF-B por
macréfagos de animais infectados in vitro, h4 a observagao realizada in vivo,
onde os autores demonstram aumento de produgsio de TGF-B nas patas de
camundongos inoculados com Leishmania , avaliada por cortes histolégicos, 24
horas apds a infec¢do com L.amazonensis (BARRAL-NETO et al. 1992).



Niveis baixos de TGF-8 enddgeno parecem importantes para a sobrevida dos
parasitas, uma vez que a administracdo de anticorpos monoclonais anti- TGF-
B leva & reducfio progressiva de amastigotas no interior de macréfagos

(BARRAL et al. 1993).

Na infecgdo com T.cruzi, o TGF-B parece exercer efeito
semelhante ao descrito no modelo de Leishmania . TGF-B administrado ao
mesmo tempo da infec¢do, diminue a resisténcia, evidenciada pelo aumento da

parasitemia e mortalidade, e também pela neutralizacsio dos efeitos protetores
da administra¢io de IFN-y (SILVA et al. 1.991).

Diante do exposto, pode-se entender que a producéo seletiva de
determinadas citocinas pelo hospedeiro de parasitas intracelulares ou
multicelulares pode tanto levar a mecanismos estimuladores como
supressores da resposta imune, na dependéncia do subtipo celular estimulado
pelo antigeno.

Os mecanismos pelos quais as populagtes celulares se
diferenciam em Thl ou Th2 nas infec¢Ges parasitdrias, ainda nao estdo
totalmente esclarecidos. Algumas evidéncias tém sugerido que a natureza e a
forma como o antigeno é apresentado parecem ser fundamentais na selegdio
dos mecanismos efetores. A regulagdo da diferenciacao das subpopulacées de
linfécitos T produtoras de diferentes padrées de citocinas depende das citocinas
presentes no meio de cultura, durante o processo de desenvolvimento. Assim,
células Th1 séo preferencialmente obtidas quando células CD4 sdo clonadas na
presenca de IFN-y ( GAJEWSKI & FITCH, 1.988 ). Por outro lado, a presenca
de IL-4 durante o desenvolvimento de células CD4 " in vitro" aumenta o
desenvolvimento de células secretoras de IL-4 e IL-5, enquanto suprime a
diferenciagio de células produtoras de IL-2 e IFN-y.

O tipo de célula apresentadora de antigeno (APC) também
influencia a diferenciagéio do subtipo de linfécito CD4. Células apresentadoras
de antigeno do figado apresentam-no a células Thl mas nio a Th2
(MAGILAVY et al., 1.989).



A natureza do antigeno influencia a diferenciaggo dos diferentes
subtipos de linfécitos T CD4 . Recentemente, autores descreveram que
enzimas proteoliticas produzidas por muitos parasitas multicelulares induzem
preferencialmente a resposta de células Th2 ( FINKELMAN & URBAN , 1992).
Esta hipétese estd baseada nas observacdes de que algumas proteases sdo
potentes alérgenos, que podem induzir forte resposta Th2 ( CHUA et al., 1988 ).
No modelo de infeccdo com L.major, os autores demonstraram que oS
antigenos soltiveis do parasita geravam clones com caracteristicas de Th1l ,
com acéo protetora e clones com caracteristicas de Th2, com resposta ndo
protetora. ( SCOTT et al. 1988; MULLER & LOUIS, 1.989 ).

Estas observagdes poderiam explicar porque determinadas
fraces antigénicas dos parasitas podem induzir imunidade protetora no
hospedeiro. E importante notar que a indu¢éio de imunidade protetora em
resposta a T.cruzi , claramente requer o efeito combinado de uma série de
mecanismos além das células T CD4 e CDS; a producio de anticorpos liticos, e
atividade das células N.K. tém papel de extrema importancia.

A procura de determinantes antigénicos nos diferentes tipos de
parasitas, e no T.cruzi de forma particular, com capacidade de induzir
imunidade protetora, sendo portanto, candidatos a vacinas, tem motivado o
trabalho de intimeros pesquisadores. Estudos anteriores mostraram que
diferentes subfra¢des antigénicas de Tcruzi podem induzir imunidade
protetora. Desta forma, subfragtes de T.cruzi com capacidade protetora
foram descritas por SEGURA e col., 1.976. TAIBI e col., 1.993, demonstraram
que antigenos soliveis liberados pelo parasita também poderiam levar a
prote¢do. Entretanto, parecem ser os componentes da superficie do parasita
que melhor induzem imunidade protetora ( SCOTT e SNARY, 1.979; SNARY,
1.983 ). O estudo dos componentes da membrana dos parasitas assume
importincia bioldgica, uma vez que é através das estruturas de superficie que
0 parasita entra em contato com o sistema imune do hospedeiro.

Em trabalhos realizados em nosso laboratério, por CORSINT &
COSTA (1.981), foi demonstrado que um extrato preparado da forma
circulante de T'cruzi , TCE (trypomastigote crude extract), suprimia a
resposta humoral primdria e secunddria de camundongos Balb/c infectados .
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Mostrando que uma mesma fra¢io antigénica pode tanto estimular como
suprimir a resposta imune, os mesmos autores mostraram que a fracdo TCE
levava & ativacd@o policlonal das células B . Os autores verificaram ainda, que
outra fra¢éo de T.cruzi , FAd, obtida da forma epimastigota, suprimia tanto a
resposta humoral como unidades formadoras de colénias, no bago de
camundongos CBA/J. Assim sendo, foi proposto que esta fracéio antigénica
interferia em algum estégio da diviso celular (CORSINI et al.,1.980). Dando
continuidade a esta linha de pesquisa, TAMASHIRO e colaboradores
(TAMASHIRO et al., 1.983), trabalhando com a fragsio FAd, analisaram suas
propriedades fisico-quimicas, bem como suas caracteristicas antigénicas e
imunogénicas. A fragéo, obtida em condigdes padronizadas, continha proteinas,
enzimas, glicoproteinas e polissacdrides. Os autores verificaram que, embora
com baixos titulos, soros produzidos contra a fracdo FAd foram capazes de
revelar a sua localizacsio na superficie das formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas do T cruzi.

Diante do avango no conhecimento da biologia das citocinas e seu
envolvimento com a resposta imune do hospedeiro, favorecendo ou inibindo a
acéio dos parasitas, o presente estudo retoma as observagdes realizadas por
Corsini e colaboradores com relagsio a frac@o antigénica de Tlcruzi ( fragéo

FAd), estudando seu efeito no sistema imune do hospedeiro, no que diz respeito
4 produgéo de IFN-y e TGF-B.



2-OBJETIVOS
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No presente estudo tivemos como objetivos:

1 - Estudar as alteracdes que a fracdo antigénica de 7T'cruzi (FAd) induz no
sistema imune do hospedeiro.

2 - Avaliar a resposta imune celular de camundongos CBA/J que receberam "in
vivo" a fracao FAd, assim como o efeito da fracfio antigénica adicionada a
cultura de linfécitos.

3 - Determinar os niveis de TGF-B8 nas situa¢des onde a fracdo FAd foi
administrada "in vivo" ou adicionada as culturas de linfdcitos "in vitro".

4 - Determinar os niveis de IFN-y em cultura de linfécitos quando FAd é
adicionada "in vitro" ou administrada "in vivo" .



13

3-MATERIAIS E METODOS
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3.1 - Animais: Camundongos da linhagem CBA/J, fémeas, de 8 a 12 semanas
de idade, foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP. Estes
animais foram mantidos durante a fase de experimenta¢do no biotério do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, sob condigdes convencionais.

3.2 - Reagentes: Para a quantificagdo dos niveis de TGF-f os seguintes
anticorpos foram utilizados: anticorpo policlonal anti-TGF-f humano, obtido
em galinha (R&D, USA), anticorpo monoclonal anti-TGF-B bovino, obtido em
camundongo (Genzime, MA, USA ), anti-IgG de camundongo marcade com
biotina ( Vector, lab. USA). Com relacso s dosagens de IFN-y, empregamos o8
seguintes anticorpos: anticorpo monoclonal anti-IFN-y de murinos obtidos em
hamster ( Genzime, MA, USA ) e anticorpo monoclonal anti-IFN-y de
camundongos marcado com biotina (Pharmingen,CA, USA). Para a construcdo
das curvas empregamos recombinante de IFN-y de camundongos e TGF-8
humano purificado ( ambos obtidos da Genzime, MA USA). Avidina-peroxidase
foi obtida da Sigma Chemical Co.

3.3 - Parasitas: Foi utilizada a cepa de Trypanosoma cruzi Y2 original,
gentilmente cedida pela Profa. Dra Teresa Kipnis (USP). O estoque Y2Tc foi
obtido, semeando-se parasitas da cepa Y2 original em cultura de células LLC-
MK2 que foram repicadas dez vezes consecutivas. Em seguida, os
tripomastigotas de cultura foram inoculados em camundongos CBA/J
mantidos em isolador tipo Trexler. O estoque Y2Tc¢ vem sendo mantido, por
inoculagéo intraperitoneal (i.p.), em camundongos CBA/J através de
passagens semanais de 109 formas tripomastigotas obtidas no pico
parasitémico.

3.4 - Infee¢do por T. cruzi : Camundongos CBA/J foram infectados por via
i.p. com 109 formas obtidas no pico parasitémico (7° dia apés infecgsio), de

camundongos da mesma linhagem infectados com 105 parasitas, através de
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sangramento pelo plexo braquial, sendo este sangue coletado em solucao estéril
de citrato de sédio 3,8%. Os parasitas foram contados em camara de Neubauer
e as diluicoes finais realizadas em PBS.

3.5 - Obtencao da fracdo antigénica de Trypanosoma cruzi (FAd) : A
fracao FAd empregada nos experimentos foi gentilmente cedida pela Profa.
Dra. Julia Keiko Sakurada, e obtida segundo protocolo de CORSINI e
colaboradores (1.980) com pequenas modifica¢des. Brevemente, parasitas de
100 ml de cultura (aproximadamente 3x109 epimastigotas) foram lavados
trés vezes em solugéio gelada de NaCl 0,15 M, por centrifugacdo, a 1.400 g
durante 15 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em 10 ml de dgua
destilada, imediatamente congelado e liofilizado. Aliquotas de 200 mg do
material foram incubadas com 25 ml de solucio de NaCl0,15 M a 0°C por 10
minutos e a seguir, centrifugadas a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. 0 sedimento
foi ressuspenso em 10 ml de PBS pH 7.2 e incubado em banho-maria a 37°C
por 1 hora, sendo centrifugado a 12.000 g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante, chamado FAd, foi mantido a -20°C em aliquotas de 1 ml. O

contetido proteico foi avaliado pelo Folin-Ciocalteau, segundo indicacoes de
LOWRY et al (1951).

3.6 -Administracao da frag¢io FAd: Varios protocolos de administracio da
frago FAd foram testados, sendo utilizados os seguintes: grupoc de animais
recebeu o total de 400 zg ou 600 pg de FAd, por via intravenosa (i.v.) sendo
100 ug a cada 2 dias, e a ltima dose administrada nas 3 horas anteriores a
infec¢do com o parasita. Outro grupo de animais recebeu, 48 horas antes da
infec¢do, a fracdo FAd na concentracdo de 800 pg/animal. Os animais
controles receberam proteina BSA nas mesmas condi¢des, ou foram
infectados com 109 formas de T.cruzi, sem nenhum tratamento anterior.
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3.7 - Administracdo de anticorpo anti-IFN-y: Administrou-se anticorpo
policlonal anti-TFN-y (Calbiochem, CA, USA) a dois grupos experimentais. O
primeiro grupo recebeu 7500 U de anticorpo neutralizante anti-IFN-y, por via
endovenosa, seguido da inoculagfio com 105 formas de T.cruzi . O segundo,
paralelamente ao protocolo de indugio de protecao, descrito no ftem anterior,
recebeu a mesma dose do anticorpo anti-IFN-y, 48 horas antes da infeccao
com 109 formas de T.cruzi .

3.8 - Obtencio de células mononucleares do bago dos animais: Baco de
animais normais, ou sensibilizados com a fracdo FAd foram removidos
assepticamente, 24 horas apés a administracio da FAd em diferentes
concentrages, e colocados em placas de Petri estéreis, contendo meio RPMI.
As células foram liberadas cuidadosamente utilizando-se pequenas peneiras, e
posteriormente, as hemdcias lisadas com solugéo de cloreto de aménic 0,82% e
lavadas trés vezes com meio de cultura (RPMI) estéril.

3.9 - Cultura de células esplénicas: Células esplénicas obtidas de acordo
com o item anterior foram ajustadas para 2x10° células/pogo, em placa de 96
pogos, num volume total de 200 xl de RPMI-1640 suplementado com 5% de
soro bovino fetal (Microbiolégica-R), penicilina (100 zg), garamicina (bmg/ml),
estreptomicina (100 U/ml), 25 mM de Hepes e 2-ME 1:100. O ensaio foi
realizado em triplicata. Avaliou-se a transformac&o bléstica de linfécitos
estimulados pela Con-A , fracdo FAd e Con-A na presenca de FAd em
diferentes concentragdes. As células foram incubadas 48 horas com o mitégeno
e 96 horas com o antigeno em estufa contendo tensao constante de CO2, a
37°C. Aproximadamente 18 horas antes do término do periodo de incubacsio
6tima para os diferentes estimulos, 1 zCi de timidina tritiada (New England
Nuclear MA, USA) foi adicionada a cada pogo . Apés este periodo, o excesso de
material radioativo foi retirado, lavando-se as células em um coletor (Cell
Harvester-modelo 200 A-Cambridge Technology,Inc.). As células livres de
excesso radioativo foram depositadas em tiras de fibra de vidro ( Cambridge
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Tech., USA) e colocadas em tubos padronizados na presenca de liquidode
cintilacdo. O conteudo radioativo foi determinade em cintilador beta
(Beckman) . Os resultados estdo expressos em contagem por minuto (cpm),
sendo considerada a média das triplicatas.

3.10 - Producao das citocinas: Células do ba¢o de animais foram obtidas de
acordo com o item 3.8, ajustadas para 2x106/ml e cultivadas em placas de
cultura de 24 pogos. Para a producfio de TGF-B, as células foram cultivadas em
meio livre de soro (meio SF- Gibco, USA) por 72 horas de acordo com protocolo
ja empregado anteriormente (3.9). O tempo ideal para producéio de IFN-vy foi de
60 horas e 72 horas para TGF-B. Ap6s o periodo de incubacgfio, os
sobrenadantes foram retirados e centrifugados a 1.200 rpm por 10 minutos, e
os niveis de citocinas quantificados utilizando-se ¢ método de ELISA de
captura.

3.11 - ELISA de captura: Para determinar os niveis de TGF-B utilizamos o
método de ELISA de captura, que foi desenvolvido baseado em métodos
previamente descritos por LUCAS et al.(1.990).

Os sobrenadantes obtidos de acordo com o item anterior foram
acidificados com HCl11 N durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido
de neutralizacdo com NaOH 1 N. Apés este tratamento, foram distribuidos nas
microplacas devidamente cobertas com os anticorpos. A sensibilizacéo foi
obtida através da incuba¢do de microplacas de ELISA (Immulon I NUNC,
Roskilde , Dinamarca ) com 1 uxg/ml de anticorpo policlonal anti-TGF-B
humano, obtido em galinha ( R& D,CA, USA) em tampiio carbonato 0.05M
pH 9.6. Apés 18 horas de incubacio a 4° C, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS contendo 0.05% de Tween 20 e 0.01% de thimerosal. As reacdes
inespecificas foram bloqueadas com 200 ul de BSA 3% em PBS, por 2 horas a
temperatura ambiente. Para a construcdo da curva padrao, utilizamos TGF-B
humano purificado (Genzime, MA, USA). Os sobrenadantes e os padrdes foram
incubados por 18 horas a 4° C. Apés este tempo, as microplacas foram lavadas
trés vezes com PBS e adicionado o anticorpo monoclonal anti-TGF-8 bovino
obtido em camundongo ( Genzime, MA, USA) diluido em PBS com 0.1% de
BSA. TGF-8 bovino conserva quase 100% de homologia com ¢ humano e de
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camundongo, justificando o emprego das citocinas de diferentes origens. As
microplacas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas
apés este tempo. Adicionou-se entdo anticorpo anti-IgG de camundongo
marcado com biotina (Vector lab., MA, USA), na dilui¢go de 1:2000 e as placas
foram novamente incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente
as placas foram lavadas e adicionou-se entdo avidina-peroxidase na
concentracdo de 1:400 em PBS, e 10% de soro bovino fetal. Apés 30 minutos de
incubagéo o substrato constituido por 2,2 Azino-bis ( 3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) (Sigma Co, USA) foi adicionado, e procedeu-se & leitura a 405 nm.

Para quantifica¢do de IFN-y, as microplacas da mesma procedéncia
foram cobertas com 1 ug/ml de anticorpe monoclonal anti-IFN-y de
camundongo obtido em hamster (Genzime, MA, USA), em tampao carbonato
pH 9.6, por 18 horas. As placas foram lavadas e IFN-y de camundongo
recombinante ( Genzime, MA, USA) foi adicionado em diferentes concentracées
para construg¢io de curva padrio, assim como os sobrenadantes. As amostras
foram incubadas por 18 horas a 4° C. As placas foram lavadas e adicionou-se
anticorpo monoclonal anti-IFN-y de camundongo marcado com biotina
(Pharmingen, CA,USA ). As placas foram incubadas pelo periodo de 1 hora em
temperatura ambiente. Apds este tempo, as microplacas foram lavadas e

adicionou-se avidina-peroxidase seguido de substrato e leitura, como descrito
para TGF-B.

3.12 - Testes estatisticos: Teste de Friedman: teste nsio paramétrico para
mais de dois grupos relacionados (LEVIN, 1.987) utilizado para comparar o
efeito das diferentes concentragées de FAd sobre a resposta linfoproliferativa e
nos ensaios imunoenzimadticos. Nos casos em que resultou estatistica
significativa, o teste de Friedman foi complementado com os testes de Wilcoxon
e Mann-Whitney, testes nfo paramétricos utilizados para comparar dois
grupos de amostras relacionadas. O nivel de significancia foi de alfa=0.05 para
todos os testes empregados.

T T
LRI STl R AL i
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4-RESULTADOS
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4.1 - Sobrevida de animais CBA/J ap6s a administracéio i.v. de FAd e
infeccdo com 105 formas de T.cruzi.. Camundongos CBA/J receberam 400
ug/animal de FAd distribuidas em uma semana, sendo a tltima dose
administrada 3 horas antes do in6eulo de 10° formas do parasita. Com este

protocolo, verificamos que 85% dos animais sobreviveram a, pelo menos, 30
dias apés o inéculo do parasita ( Figura 1).

A fracdo FAd na concentragdo de 800 pg/animal foi administrada 48
horas antes da infec¢éio com 7'cruzi. Observamos que o grupo de animais que
recebeu esta dose da proteina FAd, apresentou 20% de sobrevida apés o 10° dia
de infec¢sio, comparado a 80% de sobrevida dos animais que foram somente
infectados com T'.cruzi.

Os animais controles foram tratados com proteina BSA e nio
sobreviveram ao 12° dia apés a infeccso.

A sobrevida dos animais est4 indicada em termos de porcentagem.

4.2 - Efeito da FAd na resposta linfoproliferativa. A resposta de linfécitos
utilizando Con-A como mitégeno é um método classico de avaliacdo da
resposta imune celular "in vitro". A seguinte série de experimentos foi
conduzida no sentido de se estudar o efeito desta fragfio antigénica na resposta
proliferativa de linfécitos T. Para tanto, a fragdo FAd foi adicionada a células
esplénicas de camundongos CBA/J normais estimuladas por Con-A. A tabela I
mostra que a fracdo FAd pode tanto inibir como potencializar o efeito
mitogénico da Con-A, na dependéncia da dose empregada. Quando a fragao
antigénica de T'cruzi  foi adicionada nas concentragdes entre 1 e 5 yug/ml
observou-se aumento do efeito mitogénico da Con-A. O aumento da resposta
proliferativa foi maximo quando foi adicionado 5 ug/ml da fragao, sendo estes
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valores estatisticamente significativos (p<0.01). Nas concentrages superiores
a 5 ug/ml observou-se que a resposta linfoproliferativa é gradativamente
suprimida. Na concentra¢do de 40 ug/ml observou-se 79% de supressdo da
resposta blastogénica, valor estatisticamente significativo ( p<0.05). Os
resultados estdo expressos em contagem por minuto, sendo os valores
apresentados igual a delta cpm, ou seja, subtraiu-se previamente cpm dos
pocos que néo foram estimulados com Con-A,sendo que estes valores variaram
de 844 + 200 a 1460+ 340 cpm. A média foi colocada na tabela apenas para
facilitar a andlise, uma vez que néo foi utilizada nos testes estatisticos, na
medida em que este tipo de varidvel exige o emprego de métodos nao
parameétricos.

A supressdo da resposta linfoproliferativa observada néo se deve
a agdo citotéxica da fragéo antigénica. A viabilidade celular foi acompanhada
pelo método de exclusdo do Azul Trypan, sendo que acima de 80% dos linfécitos
estavam vidveis apés incubacdo com altas doses da fracgio FAd.

Como controle utilizamos BSA. Células do bag¢o dos camundongos
foram cultivadas na presenca de BSA nas mesmas concentra¢des utilizadas
para a fracdio FAd. Nao se observou inibicao ou potencializacgo do efeito
mitogénico da Con-A. A figura 2 apresenta os resultados da média dos valores
de contagem por minuto (cpm) das culturas realizadas tanto na presenca de
FAd como BSA,

A tabela IT mostra um grupo de experimentos conduzidos no sentido de
verificar se a fragdo FAd tinha efeito mitogénico. Células esplénicas de
camundongos CBA/J normais foram estimuladas por diferentes concentragdes
de FAd por 96 horas. Ndo se ocbservou atividade mitogénica em nenhuma das
concentragdes empregadas (fig.2).

4.3 - Efeito da administracéio "in vivo" da FAd na resposta
linfoproliferativa & Con A. O seguinte grupo de experimentos foi realizado
com o objetivo de avaliar a resposta proliferativa de linfécitos de camundongos
CBA/J que receberam previamente "in vivo" diferentes concentracdes da
fragdo antigénica de T.cruzi. A tabela III mostra que a administracdo de FAd
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"in vivo" pode levar tanto a inibicdio como A potencializacao da resposta
blastogénica & Con-A, dependendo da dose de antigeno empregada. Quando os
animais receberam a fra¢do FAd na concentracéio de 400 ug de acordo com
protocolo ja descrito, observou-se aumento da resposta proliferativa dos
linfécitos & Con-A, em niveis estatisticamente significativos (p<0,05). Em
concentracdes superiores a 400 ug/animal observou-se diminuigéo da resposta
linfoproliferativa , sendo que, com 800 ug/animal, marcada supressio da
resposta blastogénica foi observada ( 71% p < 0,05 ). Nos experimentos
controles, administrou-se BSA nas mesmas concentragdes que a fracdo FAd.
Nédo observamos redug¢do da resposta linfoproliferativa quando BSA foi
administrada aos animais. Na figura 3 apresentamos a média dos seis
experimentos realizados onde os animais receberam FAd ou BSA.

4.4 - Niveis de TGF-B no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais, estimulados ou nio pela Con-A. A
seguinte série de experimentos foi programada com o objetivo de verificar o
efeito da fracdo FAd "in vitro" em rela¢io 4 producio da TGF-B por células
esplénicas de camundongos normais. A observagdo de que mitdgenos
inespecificos podem estimular a produc¢ao de TGF-B foi previamente descrita
(LUCAS et al.1990). Analisando os resultados apresentados nas tabelas IV e
V verificamos discreto aumento da produgéio de TGF-8 nas células estimuladas
com Con-A, na auséncia da fracdo FAd, que niio chegou, contudo, a atingir
valores significativos em termos de estatistica. Quando as células foram
cultivadas e estimuladas por Con-A, na presenca de FAd, verificamos
aumento dos niveis de TGF-B nas concentracdes superiores a 10 ugiml. O
aumento da produ¢do de TGF-8 foi mais consistente na situa¢do em que as
células foram estimuladas com Con-A na presenca de 20 e 40 ug de FAd
atingindo valores estatisticamente significativos (p=0.01) quando a
concentragfo de 40 ug foi empregada, comparada ao grupo estimulado com
Con-A na auséncia de FAd.

Quando células normais foram cultivadas na presenca de FAd
observou-se discreto aumento da produgdo de TGFB na concentrac¢ao de 40
ug/ml, estes valores atingiram niveis estatisticamente significativos (p=0.05)
(Tabela V).
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A figura 4 evidencia a média dos resultados dos grupos de
experimentos realizados.

4.5 - Quantificac¢io dos niveis de TGF-B no sobrenadante de células
esplénicas de camundongos CBA/J que receberam "in vivo" a fracio
FAd. Este grupo de experimentos foi conduzido no sentido de verificar
alteracdes na producsio de TGF-B, quando a fragdo FAd foi administrada "in
vivo" a camundongos CBA/J normais. Os niveis de TGF-B foram quantificados
quando as células obtidas dos animais que receberam diferentes concentracses
de FAd, foram estimuladas "in vitro" por Con-A, fracéio FAd e na auséncia de
estimulo. Os resultados expressos nas tabelas VI e VIII mostram discreto
aumento dos niveis de TGF- por células estimuladas pela Con-A em grupo de
animais que néo receberam previamente a fracio FAd. Estes valores,contudo,
nio sdo estatisticamente significativos (p>0.05). Nos grupos de animais onde
FAd foi administrada em concentragdes superiores a 400 ug/animal | a
producdo de TGF-8 foi significativamente maior, quando as células foram
estimuladas por Con-A em comparac¢io com o grupo de animais que nao
recebeu FAd "in vivo" e foram somente estimulados com Con-A ( 2.14x4.71
p=0.01 ). Foi possivel detectar discreto aumento da secrecdo de TGF-B no
sobrenadante de linf6citos esplénicos sem estimulo (liberagdo esponténea),
quando a fra¢do FAd foi administrada nas concentra¢des de 600 e 800
pg/animal ( Tabela VIII ).Estes valores no entanto, nfio sdo significativos, em
termos de estatistica ( p>0.05).

A tabela VII mostra que a estimulac¢dio das células esplénicas
pela fragdio FAd "in vitro" néio resultou em aumento da produgao de TGFS,
além dos niveis jd observados para as células nédo estimuladas.Q discreto
aumento observado no grupo dos animais que receberam 800 xg de FAd " in
vivo" e estimulados por 5 ug/ml de FAd " in vitro" , nao difere, em termos
estatisticos, do grupo que recebeu a fra¢do " in vivo" e néo foram estimulados
em cultura ( liberagdo espontanea) ( p>0.05).

Na figura 5 estéo representadas as médias dos resultados obtidos
nos quatro grupos estudados.
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4.6 - Quantificacido dos niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura de
linfécitos esplénicos normais estimuladoes por Con-A, na presenca da
fracdo FAd. Esta série de experimentos foi executada com o objetivo de
verificar o efeito da fragdo FAd sobre a produgdo de IFN-y por células normais.
Células esplénicas foram cultivadas por 60 horas na presenca de Con-A e
diferentes concentracées da fracdo FAd. Cultivou-se também células apenas
na presenca de FAd. Analisando a tabela X verificou-se que células esplénicas
de camundongos normais, cultivadas na presenca da fracdo FAd, nao
produzem niveis significativos de IFN-y em nenhuma das concentracgdes
empregadas. Quando células normais foram estimuladas por Con-A na
auséncia da fragfo FAd, verificou-se aumento significativo dos niveis de IFN-y
(p<0.05) comparado aos niveis de c¢élulas normais cultivadas sem estimuylo
(0.86) expresso na tabela X. A adicdo da fracdio FAd as células normais
estimuladas pela Con-A néio modifica os niveis de IFN -y até a concentragédo de
5 ug/ml. Concentragdes superiores a 5 ug/ml de FAd, no entanto, suprimem a
produgéo de IFN-y induzida pela estimulagéo com a Con-A.

A figura 6 mostra a média dos resultados obtidos nestes 4 grupos de
experimentos realizados. A supressio observada a partir de 10 y#g/ml da fracao
FAd ¢ significativa em termos estatisticos (p<0.05).

4.7 - Quantificacéio dos niveis de IFN y no sobrenadante de células
esplénicas de animais que receberam "in vivo" a fraciio FAd. Esta série
de experimentos foi conduzida no sentido de verificarmos o efeito da fracdo FAd
sobre a produgéio de IFN-y, quando a mesma foi administrada aos animais.
Camundongos CBA/J receberam diferentes concentracies de FAd e 24 horas
apos a ultima dose, células esplénicas foram retiradas e IFN -y quantificado nos
sobrenadantes das células estimuladas por Con-A, fracsio FAd e na auséncia
de estfmulo. Comparando-se os valores das tabelas XI e XIII verificou-se que a
estimulagéo de linf6citos com Con-A leva a aumento da producao de IFN-y,
quando os animais n#o receberam a fracdo FAd "in vivo". Trata-se de
observacdo cldssica, ou seja, linfécitos ativados tanto por mitégenos
inespecificos como antigeno-especifico, normalmente produzem niveis
detectdveis de IFN-y. No entanto, quando células derivadas de animais que
receberam 400 ug, de acordo com o protocolo utilizado para protecéo, e foram
estimuladas por Con A "in vitro" verificamos aumento na produgiio de IFN-y
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em relacéo as células dos animais que néo foram tratados com a fragdo FAd
mas estimuladas "in vitro" com a Con A. ( p<0.05). Quando a fracao FAd foi
administrada na concentra¢do de 800 ug/animal observou-se marcada
diminui¢do da produgio de IFN-y induzida pela estimula¢fo com a Con-A
(p<0.05).

Quando células de animais que receberam " in vivo" a fragdo FAd
foram estimuladas "in vitro" com 5 ug/ml da fracdo ( tabela XII) observou-se
discreto aumento da producdo na concentracdo de 400 ug/animal. Embora
discretos, estes valores sédo significativos em termos estatisticos ( p=0.05).
Estes valores, no entanto, nido diferem do observado no sobrenadante de
células de animais do mesmo grupo, que nio sofreram qualquer estimulo " in
vitro" (liberac¢éo espontinea ). Os dados da tabela XIII, mostram aumento
discreto da produ¢do espontidnea de IFN-y pelo grupo de animais que
receberam " in vivo" 400 pg/animal da fracio FAd, quando comparados ao
grupo gue néo recebeu nenhum tipo de tratamento (p=0.01).

A figura 7 resume os resultados obtidos nos grupos de
experimentos realizados.

4.8 - Efeito da adminisiracio de anticorpo anti-IFN-y a camundongos
CBA/J protegidos com FAd, A fim de verificarmos a importancia do IFN-y
na protecio observada com FAd, anticorpo neutralizante anti- IFN-y foi
administrado ao grupo de animais protegidos. Como controle, administrou-se
BSA nas mesmas concentracoes que a fracdo FAd e todos os grupos foram
infectados com 109 formas de Tecruzi . A fig. 8 mostra que 08 animais que
receberam FAd, segundo o protocolo descrito para protecéio, atingiram 85% de
sobrevida. O grupo que recebeu BSA e 0 que foi somente inoculado com T'.cruzi ,
tiveram comportamento semelhante, nio sobrevivendo ao 12° dia pés infec¢ao.
A administra¢ao de anticorpo anti-IFN-y reverteu totalmente a protecao
observada no grupo que recebeu previamente a fracio FAd. Os animais que
receberam anticorpo anti-IFN-y e foram posteriormente inoculados com
T.cruzi , nao socbreviveram ao 10° dia pds- infecgéo.
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Figura 1. Sobrevida de camundongos CBA/J que receberam "in vivo" a
fracio FAd e BSA antes da infec¢io com T.cruzi. A {ragio FAd e protcina
controle BSA foram administradas aos animais nas concentragdes indicadas. Todos os

grupos foram infectados com 105 formas de T.cruzi , e a sobrevida acompanhada pelo
periodo de 30 dias.
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Figura 2. Efeito da adicfio da fracio FAd e BSA as culturas de linfécitos de
animais normais estimulados com Con A, ¢ FAd na auséncia de Con A.
Células esplénicas de camundongos CBA/J normais foram estimuladas "in vitro por
Con A, na presenga de FAd ¢ BSA, ou ainda foram cultivadas somente na presenga da
fracdo FAd. A resposta foi avaliada através da leitura da incorporagio de timidina tritiada.
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Figura 3. Resposta proliferativa &8 Con A por linfécitos esplénicos de
camundongos que receberam "in vivo" a fracio FAd e BSA. A fracio FAd foi
administrada a camundongos CBA/J nas concentragdes indicadas. As células esplénicas foram
estimuladas "in vitro" por Con-A, ¢ a resposta avaliada através da leitura da incorporagio de
timidina tritiada,
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Figura 4. Niveis de TGF-8 (ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais estimuladas com Con A, oun nio estimuladas,
na presenca da fracio FAd. Células do bagco de animais normais foram colocadas em
cultura e estimuladas por Con A na presenga de dif erentes concentragdes de FAd. Os
sobrenadantes foram recolhidos e os niveis de TGF-8 quantificados em ensaio de ELISA de

captura.
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Figura 5. Niveis de TGF 8 (ng/ml} no sobrenadante de células esplénicas
de animais que receberam diferentes concentracies da fracido FAd "in
vive", posteriormente estimuladas por Con A, FAd ou na auséncia de
estimule "in vitro". A fragdo FAd foi administrada nas concentragbes indicadas, a
camundongos CBA/J. Os bagos foram retirados e as células estimuladas por Con-A, FAd,
ou cultivadas na auséncia de estimulo., Os sobrenadantes foram recolhidos e os niveis de
TGF-8 quantificados utilizando-se 0 método de ELISA de captura.
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Figura 6. Niveis de IFN-y (ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas
de camundongos CBA/J normais estimuladas por Con A, ou n#o, na
presenca da fragiio Fad. Células do bago de animais normais foram estimuladas "in

vitro" por Con A na presenga de difcrentes concentrat;ﬁés de FAd. Os sobrenadantes
foram recolhidos ¢ os niveis de IFN-y quantificados em ensaio de ELISA de captura.
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Figura 7. Produgio de IFN-y por células esplénicas de camundonges CBA/]J
que receberam a fraciio FAd "in vivo" seguido de estimulagio "in vitro"
com Con-A, FAd e na auséncia de estimulo. A fracio FAd foi administrada em
diferentes concentracdes a grupos de animais normais. As células esplénicas foram
estimuladas "in vitro" por Con-A ou fragiio FAd ( 5 pg/ml) ou ainda cultivadas na auséncia
de estimulo. Os sobrenadantes foram recolhidos e os niveis de IFN-y quantificados em
ensaio de ELISA de captura.
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Figura 8. Reversio da protecao obtida com a fracio FAd pela administracao
de anticorpo anti-IFN-y. Camundongos CBA/J receberam via i.v. a fracdo FAd e
anticorpo anti-IFN-y. Como controles, grupos receberam FAd e BSA nas concentraces

indicadas. Todos os grupos foram infectados com T.cruzi .
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A fracdo antigénica de T.cruzi (FAd) foi previamente
caracterizada e estudada em nosso laboratério (CORSINI et al. 1.980,
TAMASHIRO et al. 1.983). Trata-se de preparaco complexa, sendo
basicamente um extrato das formas epimastigotas do T.cruzi. TAMASHIRO e
colaboradores (1.983) demonstraram que a preparag¢io antigénica contém
glicoproteinas da superficie que sdo comuns a outras formas evolutivas do
parasita. Esta informacéo é de extrema importéncia biolégica, pois partindo de
forma em cultura pode-se estudar a intera¢io do hospedeiro com as formas
infectantes. E através das estruturas de superficie, que o parasita entra em
contato com o sistema imune do hospedeiro. A inducéio de imunidade protetora
por estrutura de membrana do parasita foi descrita por outros autores
(SCOTT e SNARY, 1.979; SNARY, 1.983 ). Assim, numa fase inicial do estudo,
trabalhamos no sentido de induzir protegdo em camundongos CBA/J, contra
dose letal de T cruzi.

O efeito da fracdo FAd foi testado na sobrevida de animais
infectados com T'.cruzi . Ap6s vdrios protocolos no sentido de induzir protegéo,
verificamos redugdo da mortalidade dos animais, que variou de 85 a 100% nos
diferentes grupos estudados quando a fracdo FAd foi administrada nas
concentracgoes de 100 ug por um periodo de 7 dias, no total de 400 pg/animal.
Este indice de sobrevida foi significativamente diferente dos grupos controles
que receberam apenas o parasita, proteina BSA e a fracfio antigénica em altas
concentracdes; nestes casos nio se observou indugio de protegio.

Uma vez observado que a fracdo FAd quando administrada em
baixas concentracoes, induziu significativa protecao contra doses letais de
T.cruzi , o préximo passo foi verificar o efeito da fracdo antigénica na resposta
imune celular de animais que receberam as diferentes doses da fracéo.

O estudo foi realizado utilizando-se células de animais normais, e
néio dos animais protegidos, para nio fugir ao nosso objetivo principal que era
estudar o efeito induzido pela fragao antigénica de T'.cruzi no sistema imune do
hospedeiro antes da inoculacio do parasita. Este tipo de abordagem afasta
também o inconveniente da presenca de formas circulantes do parasita que
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introduziriam mais uma varidvel, dificultando o estudo do efeito da fragio

antigénica de T'.cruzi.

CORSINI e colaboradores (1.980) demonstraram que a
administracdo da fracdo FAd inibia a producdoc de anticorpos e o
desenvolvimento de unidades formadoras de colénias no bago de camundongos
CBA/J. Os autores propuseram que esta fracdo antigénica inibia a divisao
celular. Desta forma, no sentido de entender os mecanismos supressores e
indutores da imunidade protetora, avaliamos a proliferacdo de linfécitos
estimulados com Con-A na presenca da fracdo FAd "in vitro" ou quando a
fracfio antigénica foi administrada "in vivo" nas doses indutoras ou néo de
protecio.

A adicéo da fragdo FAd & cultura de linfécitos normais "in vitro”
ou a administracdo do antigeno aos camundongos, levaram tanto a
estimulagdo como & supresséio da resposta linfoproliferativa, na dependéncia
da dose de antigeno empregada. Estes resultados estdo em concordincia com
vérios outros relatos da literatura, onde se demonstrou que a infecgdo por
T.cruzi pode tanto levar a estimulag¢fo como supressdo da resposta imune.
Com relagéio & estimulacéo da resposta proliferativa de linfécitos, a ativacao
policlonal , ou seja, a intensa blastogénese observada nos animais infectados,
que resulta na depressido da resposta imunolégica, tem sido atribuida a
componentes antigénicos do parasita ( CORSINI e COSTA, 1.981, MINOPRIO
et al. 1.986, VAN VOORHIS, 1.992 ). Estes mitégenos inespecificos,
principalmente para células B, foram identificados como substéncias LPS-Like
( GOLDBERG et al. 1.983). Nas nossas preparacdes, em particular, nio
observamos atividade mitogénica para a fracio FAd (tabela II) . A adicéo do
antigeno, em baixas concentrag¢des, potencializa o efeito mitogénico da Con-A.
Esta potencializagéo da resposta proliferativa 2 Con-A pode ser devido 4 uma
série de mecanismos. E possivel que polissacdrides presentes nas preparacdes
da fra¢do FAd estimulem a producdo de IL-1. Embora nio tenha sido
observado efeito mitogénico para os linfécitos, quando células normais foram
estimuladas com a fracdio antigénica, néio podemos afastar a possibilidade de
os contaminantes polissacaridicos da fracdo estimularem os macréfages, uma
vez que concentragfes muito baixas do agente estimulante sao suficientes
para estimular a produgéo desta citocina ( SANTOS et al. 1.985).
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Nio foi estudado também o efeito da fracdo FAd na producio de
IL-2 ou sobre a expressdo dos receptores para IL-2. K possivel que nas
concentractes onde observamos potencializag@o da resposta proliferativa, a
fracdo antigénica tenha estimulado a produg¢do de IL-2 ou aumentado a
expressio dos receptores de IL-2. Provavelmente, tanto a estimulagéo dos
macréfagos produzindo citocinas como IL-1, assim como linfécitos sintetizando
IL-2 ou expressando receptores de IL-2, estejam ocorrendo simultaneamente.

Nossos resultados sdo indicativos de que a administra¢io da
fracdo FAd, nas doses ideais, estimula a resposta imune celular. Afastamos a
possibilidade de complexos formados entre Con-A e glicoprotefnas presentes
nas preparacgdes de FAd (TAMASHIRO et al. 1.983 ), estarem alterando os
resultados, na medida em que a fracio administrada em baixas doses, "in
vivo", portanto, sem a presenca de FAd nas culturas, também induziu
aumento na resposta proliferativa dos linfécitos.

Com relagiio a depressdo da resposta proliferativa de linfécitos,
varios sdo os relatos na literatura mostrando a supressdo da resposta
proliferativa tanto em animais infectados, como em ensaios de proliferagido "in
vitro" (BELTZ e KIERSZENBAUM, 1.987, BELTZ et al., 1.989,
KIERSZENBAUM, 1.981, MALECKAR e KIERSZENBAUM, 1.983, LOPEZ
et. al, 1.993). Vdrios sdo os mecanismos propostos para explicar a deficiente
resposta blastogénica dos animais infectados, sendo a reducéio na producio de
IL-2 e a diminuig¢éo da expressao dos receptores de IL-2, as altera¢Ges mais
citadas (KIERSZENBAUM et al. 1.991, KIERSZENBAUM et al. 1.981,
KIERSZENBAUM et al. 1.989, KTERSZENBAUM et al. 1.990).

Recentemente, o avanco no entendimento das interagdes entre
citocinas e subpopulagées de linfécitos T veio esclarecer uma série de
observacdes feitas para as parasitoses. Como jd foi citado, os linfécitos CD4
foram divididos em duas subpopula¢des Thl e Th2 baseados na capacidade de
produzir determinados padrdes de citocinas ( MOSMANN et al. 1.986).
Conhecendo-se que as citocinas produzidas por cada uma das subpopulacées
tém a propriedade de regular a proliferacéo, sintese e atividade bioldgica das
citocinas secretadas pela subpopula¢do oposta ({ MOSMANN ¢ MOORE,
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1.991), a supresséo ou estimulagdo da resposta imune, induzida pela infecgéo
parasitdria pode ser entendida como a prevaléncia de determinadas citocinas
com efeito supressor ou estimulador da resposta imunoldgica, dependendo do
estimulo recebido.

De interesse particular para a imunclogia dos parasitas é a
observacéo de que nas parasitoses, as citocinas produtos das subpopulagdes
Th2 podem inibir as citocinas produzidas pelos clones Thl e,
conseqlientemente, os mecanismos que normalmente séo os mais eficientes
no controle de infec¢Ges parasitdrias intracelulares.

Diante destas informacées, escolhemos quantificar os niveis de
TGF-B e IFN-y de animais normais que receberam previamente a fra¢éio FAd

"in vivo" ou o efeito deste antigeno " in vitro”.

Com relacdo ao TGF-B, esta citocina né&o se enquadra
obrigatoriamente como produto de linfécitos Th1 ou Th2, sendo produzida por
linfécitos (KEHRL et al. 1.986 ) e macréfagos (ASSOIAN et al. 1.987).
Escolhemos estudd-la por seu importante efeito imunoregulador. No presente
trabalho verificamos que células normais estimuladas " in vitro" com
diferentes concentracdes de FAd, produzem niveis significativos de TGF-
quando concentracdes mais elevadas do antigeno sdo empregadas. No grupo
onde a fragéio FAd foi adicionada a células normais, a produgéo de TGF-3 foi
maior quando os linfécitos foram estimulados por Con-A e discrete aumento
também se observou quando a fracéio FAd foi adicionada as células normais .
Foge aos ohjetivos deste estudo, a identifica¢dio das células produtoras das
citocinas. Os resultados, no entanto, sugerem que tanto macréfagos como
linfécitos T possam ser responsdveis, pelo menos em parte, pela produgdo de
TGF-B. O discreto aumento observado quando células de camundongos normais
foram estimuladas apenas com a fragao FAd (tabela V) nas concentragdes
mais elevadas, pode ser explicado pela ativagdo de macréfagos. Devido a
complexidade do antigeno, é possivel que residuos de polissacarideos estejam
estimulando os macréfagos a produzirem TGF-§ ativo nestas condi¢es. A
producdo de TGF-8 , na forma inativa, por macréfagos estimulados por LPS foi
previamente descrita na literatura (ASSOIAN et al. 1.987 ).Foi demonstrado
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também que macréfagos infectados "in vitro" por L. major produziram niveis
elevados de TGF-8 na forma ativa ( BARRAL-NETO et al. 1.992).

Quanto as dosagens de TGF-B em animais que receberam a
fracdo FAd "in vivo", observamos aumento da produgéo de TGF-f quando as
células foram estimuladas por Con-A em rela¢do as células que néao foram
estimuladas. A produg¢io autécrina de TGF-B por células estimuladas por
mitégenos inespecificos foi previamente descrita na literatura ( LUCAS et
al.1.992). No entanto, a administra¢do da fragdo FAd induziu niveis de TGF-B
superiores aos observados quando as células foram estimuladas apenas pela
Con-A. Células dos animais que receberam "in vivo" a fracdo FAd, quando
estimuladas "in vitro" pelo mesmo antigeno, ndc produziram niveis
significativos de TGF-B. Atribuimos estes resultados & sensibilizacao de
poucos clones pela prévia administraciio da fracdo FAd. Nosso objetivo néo foi
conseguir protocolo para maxima producio de TGF-B e sim, estudar os niveis
desta citocina nas condi¢des onde se observou protecdo. Nos protocolos de
protegdo, néio utilizamos métodos de imunizac¢io cldssicos onde adjuvante e
maior periodo de tempo sdo necessdrios para resposta. No protocolo
empregado (400 pg/semana) as células foram sensibilizadas, mas
provavelmente o nimero de clones especificos para o antigeno , gerados
nestas condi¢oes, deve ser muito pequeno . E possivel que empregando método
de quantificacdo de TGF-8 mais sensivel que ELISA, o SPOT-ELISA, por
exemplo, que quantifica a producéo de citocina ao nivel de uma tunica célula,
terfamos encontrado células produtoras de TGF- em resposta ao antigeno.
Com a expanséo dos clones pela estimulac¢do com Con-A, tivemos condigdes de
quantificar niveis aumentados de TGF-8, produzidos por células de animais que
receberam grandes concentragdes da fra¢do FAd. Estes resultados encontram
suporte em recente trabalho realizado no modelo de inducfo de toleréncia oral
na encefalomielite experimental autoimune. Neste modelo, os autores
mostraram que linfécitos das placas de Peyer de animais tolerizados com
protefna bdsica de mielina, ndo proliferam quando estimulados pelo tolerégeno.
No entanto, quando estes linfécitos sdo expandidos na presenca de IL-2, niveis
considerdveis de TGF-B podem ser detectados ( SANTOS et al., 1.994). Estes
dados indicam que o aumento na producdo de TGF-B pode inibir a
transformacéo bldstica das células produtoras da citocina. A ativagio com
mitdgenos inespecificos ou a adi¢ao de I1.-2, induzem a expansio de clones
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celulares produtores de TGF-B, sendo desta forma possivel a quantifica¢éo no
sobrenadante. Estes resultados sugerem que, nestas condicdes, linfécitos
sejam respons&veis pela producéio de TGFB.

Estas observacgdes correlacionam muito bem com a supressio
da resposta blastogénica de linfécitos a Con-A, demonstrada quando
concentracdes elevadas da fragfio antigénica foi empregada. ( tabelas LIIT). A
supressio da resposta proliferativa a Con-A, se deve, pelo menos em parte, ao
aumento da produgio de TGF-B. O efeito supressor do TGF-63 sobre a atividade
proliferativa de linfGcitos foi previamente descrito na literatura (KEHRL et al.
1.991) e atribui-se este efeito supressor, entre outras fung¢des, 4 diminui¢éo da
expressdo de receptores para IL-2 (KEHRL et al. 1.986, RUEGMER et al.
1.990).

O aumento da producao de TGF-B, induzido pela administracéo
de altas doses de FAd, e a auséncia dos efeitos protetores observados quando
as concentragdes mais baixas foram administradas, é outra observagio
extremamente importante de nosso trabalho. A producéo elevada de TGF-8
estéd associada & maior disseminagéo de parasitas intracelulares nos modelos
de Leishmania ( BARRAL-NETO et al. 1.992). Nas infeccoes com T.cruzi, foi
demonstrado que o controle da infec¢ido por macréfagos ativados foi suprimido
pelo TGF-B (SILVA et al. 1.991). TGF-B, assim como I1.-4 ¢ IL-10, inibe a
capacidade de IFN-y ativar os macréfagos e, desta forma, controlar a
replicacdo dos parasitas . Demonstrou-se também, que TGF-B, assim como
IL-10, tem efeito negativo, ou inibe a resisténcia a infec¢do com 7Tcruzi "in
vivo" ( Silva et al. 1992). Estes dados vém refor¢ar nossos achados que
correlacionam o aumento da produg¢io de TGF-B, induzido pelas altas
concentracoes da fragdo FAd, e a auséncia do efeito protetor .

Os mecanismos pelos quais a fra¢cdo FAd administrada em altas
doses levaram a maior produciio de TGFR, no entanto, nio estdo esclarecidos.
Podemos, contudo, levantar algumas hipéteses. A natureza da molécula de
TGF- é um importante fator a ser considerado. TGF-B ¢ uma proteina de 25
kD, normalmente liberada das células na forma biolegicamente inativa ou
latente (LUCAS et al. 1.990 ). O estado de laténcia é explicado pela associacéo
nio covalente com proteina associada & laténcia ( LAP). Tratamento
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enzimdtico ou acidificacéio leva a ativagéo da molécula latente e liberagéio da
citocina ativa (ILYONS et al. 1.988, MIYAZONO et al. 1.993). A fra¢éio FAd,
devido 4 sua complexidade, contém residuos de enzima proteolitica do préprio
parasita (TAMASHIRO et al. 1.983). E possfvel que quando a concentragéo do
antigeno é aumentada, os niveis da enzima proteolitica também se elevem
ativando a forma latente de TGF-B e, desta forma, promovendo o efeito
imunodepressor.

A natureza do antigeno também pode ser responsdvel pela
subpopulacsio de linfécitos CD4 ativada. Como ja foi citado, no modelo de
infec¢iio com L.major , antigenos soliveis do parasita podem gerar clones com
caracteristicas de Th1 com agfo protetora e clones com caracteristicas de Th2
sem agéo protetora (SCOTT et al. 1.988; MULLER & LOUIS, 1.989). E possivel
gue em nosso caso, quando a oferta de antigeno é menor, o mesmo seja
apresentado a linfécitos Th1, enquanto que, com 0 aumento da oferta, estamos
aumentando também antigenos que serdo apresentados a Th2. Outro
mecanismo importante a ser considerado é o efeito da TGF-B sobre as
populacdes Thl, O TGF-B sabidamente regula negativamente os efeitos de
IFN-y. Alguns autores mostraram, nos diferentes modelos de infec¢ao por
parasitas intracelulares, que a produgdo aumentada de TGF8S por macréfagos,
devido a prépria infecgéio, inibia tanto a producéio como a func¢éo estimuladora
de IFN-y (Silva et al. 1.991,1.992, Bermudez, 1.993 ).

Ainda com relac¢éo a estrutura molecular da fragao antigénica de
T cruzi e seu efeito na producéo de TGFB, sabe-se que determinados epitopos
estimulam melhor a produgao de TGF-B que outros. Recentemente, estudando
mecanismos de inducéo de tolerancia oral a neuro-antigenos, na encefalomielite
experimental autoimune, foi demonstrado que peptidios pertencentes a por¢éo
ndo encefalitogénica da molécula de proteina bdsica de mielina (MBP),
induziam tolerancia e conseqlientemente, protegiam os animais contra a EAE
através de maior producéo de TGF-B, enquanto os peptidios encefalitogénicos
da molécula de MBP néo induziam a producéo de TGF-B { MILLER et al. 1.993).
E possivel que, com o aumento da concentrac¢do da fracdo antigénica FAd,
estejamos aumentando também determinados epitopos que ativariam a
producdo desta citocina. Sdo véarios os mecanismos, portanto, que poderiam



42

explicar porque em concentragdes mais elevadas a fragdo FAd exerce efeito
imunodepressor.

Entre as citocinas envolvidas na ativacfo da resposta
imune nas parasitoses, o IFN-y ocupa posi¢éo de destaque principalmente no
que diz respeito a ativagdo de células do sistema monocitico fagocitario. Néo se
observou aumento significativo na produgéo de IFN-y quando a fragdo FAd foi
adicionada a cultura de células normais ou quando foi administrada aos
animais "in vivo" e as células foram posteriormente estimuladas "in vitro" com
a mesma fracdo (tabelas X e XII). Com relagfo aos resultados da tabela XII,
acreditamos que sejam devidos as mesmas razdes descritas para as
determina¢des de TGF-B, ou seja, no protocolo empregado, o tempo de
sensibilizac#io, e de estimulag¢do "in vitro" foi normalmente insuficiente para a
estimulac&o dos clones antigeno-especificos. Quando as células derivadas dos
animais que receberam FAd "in vive" , em concentracdes baixas, foram
expandidas pela Con-A, detectamos niveis significativamente elevados de
IFN-y. IFN-y é uma citocina multifuncional normalmente secretada por
linfécitos T ou células NK ativadas. Linfécitos T em repouso expressam baixos
niveis de receptores de IFN-y. Acreditamos que ¢ aumento da producéo de
IFN-v, observado na tabela XI nio seja resultante apenas da estimulacéo por
Con-A . A diferenca entre os niveis de IFN-y produzidos pelas células dos
animais que receberam a fra¢io FAd "in vivo" comparada ao grupo que nao
recebeu, sugere que a estimulacéo com Con-A favoreceu a expansao de células
sensibilizadas a fracdo FAd, produtoras de IFN-y. Esta demonstragéio seria
mais elegante em ensaios de clonagem com diluigéo limite, ou SPOT-ELISA,
onde pudéssemos caracterizar os clones de células especificamente
sensibilizados a fra¢dio FAd. Refor¢ando nossas observacdes sobre o efeito
inibidor de TGF-f na produgéo de IFN-y , verificamos que a adi¢éo de doses
crescentes da fracdo FAd " in vitro", inibe a produc¢éo de IFN-y pelas células
normais estimuladas pela Con-A ( Tabela IX).

Nosso trabalho encontra suporte na literatura, onde estd bem
descrito o envolvimento do IFN-y na resposta imune anti-T cruzi (JAMES et

al. 1.982, PLATA et al. 1.984, REED 1.988, WIRTH et al. 1.985, SILVA et al.
1.991). Atribui-se o efeito anti-parasitdrio do IFN-y principalmente a ativacéo
das células do sistema monocitico-fagocitdario. Macréfagos de camundongos
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tratados com IFN-y recombinante de murinos inibiram o desenvolvimento
intracelular de T.cruzi "in vitro" e os camundongos tratados com IFN-y
apresentaram baixa parasitemia e aumento de sobrevida em relacéo ao grupo
nao tratado ( REED 1.988 e SILVA 1.991 ). O envolvimento do IFN-y nos
mecanismos de protecdo foi também verificado por outros autores, estudando
infecgoes com Toxoplasma gondii (DENKERS et al. 1.993 ) e Leishmanioses
(SHER & COFFMAN 1.992 ).

Reforgando a importdncia da maior produgdo de IFN-y na
prote¢do observada, administramos aos animais que receberam a fracdo FAd,
nas condi¢des em que a mesma induz protecdio, anticorpe anti-IFN-v.
Verificamos que a protecdo observada é totalmente revertida com este
tratamento.

A identifica¢do das populagdes de células que secretam IFN-y,
estd sendo presentemente estudada em nosso laboratério, sendo ainda
inconclusivos os resultados de que dispomos no momento. Na medida em que
néo identificamos as populagdes celulares produtoras das citocinas, podemos
discutir apenas que é possivel que os niveis aumentados de IFN-y podem ser
resultado tanto da ativagdo das populacdes de linfécitos CD4 ou CD8, assim
como por células NK.

A produgao de TFN-y pelas células CD4 do tipo TH1 estd muito
bem descrita na literatura ( MOSMANN et al. 1.986); ficou bem estabelecida
a participac¢éo desta populagéo celular no controle das infec¢des por parasitas
intracelulares. Recentemente, evidéncias vém se acumulando a respeito da
importante participag¢éo dos linfécitos CD8* na resisténcia a microorganismos
como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Listeria monocytogenes e
Mycobacterium tuberculosis, in vivo. A demonstrac¢éo da funcgdo protetora das
células CD8* deriva de pelo menos trés observagdes: a transferéncia adotiva
de linfgcitos enriquecidos em células T CD8+, deple¢do dos linfécitos CD8+ “in
vivo" e a utilizacdo de camundongos deficientes de genes para B2-
microglobulina. As células destes camundongos nio expressam moléculas de
classe I do complexo principal de histocompatibilidade e, conseqiientemente,
estes camundongos tém a funcédo de células T CD8* deficiente. Utilizando
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estes animais, TARLETON et al. (1.992) demonstraram claramente que a
sobrevida de camundongos infectados com 7.cruzi depende da funcio das
células T CD8*. Ao contridrio dos animais normais, os animais deficientes na
B2-microglobulina e células T CD8+ néo sobrevivem a fase aguda da infeccéo.
O desenvolvimento da resposta de linf6citos T CD8% em animais infectados
com T.cruzi € modificado pela localizagdo intracelular do parasita. Assim, ¢
possivel que peptidios derivados do parasita associados aos antigenos de classe
I ativem os linfécitos T CD8*. Nos modelos de infec¢do com T'gondii ficou
demonstrado que as células T CD8* sdo fonte de IFN-y derivado das células T
(KHAN et al. 1,994 ). Neste modelo,a transferéncia adotiva das células imunes
CD8* confere resisténcia a camundongos normais de forma muito mais
eficiente que as células CD41 ; o efeito protetor é revertido pela administragao
de anticorpo anti-IFN-y (SUZUKI e REMINGTON, 1.990) ou pela deplecdo in
vivo das células T CD8* (DENKERS et al.1.993).

A produgio de IFN-y independente das células T também esta
descrita como importante mecanismo que resulta na resisténcia & infeccéio aos
patdégenos intracelulares. Ndo podemos afastar a possibilidade de células NK
estarem produzindo IFN-y numa fase precoce, logo ap6s a estimulacdo com a
fragcdo FAd. Normalmente, apés 3 dias de estimulo, a produc¢fio de IFN-y ja
pode ser detectada, principalmente em cortes histolégicos (BOGEN et al.
1.993). E possfvel que a producsio de IFN-y pelas células NK na fase precoce
de estimulagéio com a fragdo antigénica, esteja envolvida no controle da
replicagfio do parasita pelos macréfagos ativados, e conseqiientemente, na
prote¢éio observada. Esta propriedade das células NK foi descrita para varias
parasitoses, além da infeccéio por T.cruzi . Por outro lado, a liberacdo de IFN-y
pelas células NK nio parece estar envolvida apenas na protecéo a infeccses. O
IFN-y produzido na fase precoce de infecgdes ou outro tipo de estimulacéo
antigénica, é um poderoso estimulo para a diferenciacdo de células T "naive"
em linféeitos da populaciio Thl ( MAGGI et al. 1.992, COFFMAN et al. 1.991).
A diferenciagdo dos clones Thl, portanto, seria favorecida pela producio
precoce de IFN-y pelas células NK. Diante do exposto, entendemos que fica
cada vez mais dificil separar os eventos da fase precoce, ou imunidade inata, da
fase subseqiiente da resposta imune, a imunidade adquirida.
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A mesma observacao ¢ vidlida para o estudo das citocinas. No
presente trabalho demonstramos que o maior controle da infec¢éo, que resulta
na sobrevida do organismo, depende da interacdo das células imunolégicas e de
seus produtos. Sem diminuir a importdncia das demais citocinas, que nio
tivemos a oportunidade de estudar, demonstramos que em determinadas
situagtes, como € o caso da maior oferta do antigeno, o equilibrio imunolégico se
desloca no sentido de favorecer a maior sintese de determinadas citocinas,
como ¢ o caso do TGF-B, que induz supressdo da resposta imune,
particularmente da funcgdo de IFN-y e conseqiientemente, leva os animais
precocemente & morte, Por ocutro lado, em concentracdes ideais, o antigeno
pode estimular a diferencia¢do de clones Thi, linfécitos CD8* e ainda células
NK a produzirem maior quantidade de IFN-y, que por sua vez, suplantaria o
efeito de TGFB, estimularia o sistema monocitico-fagocitdrio, resultando no
“clearance" de parasitas e atividade tripanomicida mais eficientes, que
culminaria no aumento da sobrevida do animal hospedeiro.

Nosso trabalho é extremamente relevante, no sentido em que
mostra claramente que as interacdes entre células do sistema imune e seus
produtos s&o extremamente complexas, sendo que o aumento de determinada
citocina pode implicar na inibi¢do de outra e, desta forma, alterar
dramaticamente a resposta observada. Assim, ao estudarmos as interacgdes do
sistema imune, devemos levar sempre em consideragio que estamos
analisando um mecanismo complexo e dindmico.
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6-CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente trabalho permitem-nos tirar as seguintes
conclusdes:

1- A fracao antigénica de T'.cruzi , na dependéncia da dose administrada, pode
induzir imunidade protetora em animais infectados com doses letais de T.cruz:.

2- Na dependéncia da dose empregada, a fracdo antigénica de T.cruzi pode
estimular ou suprimir a resposta proliferativa de linfécitos estimulados pela
Con-A.

3- Concentrac¢tes elevadas da fracdo FAd levam & produc¢io aumentada de
TGF-3 e nao induzem efeito protetor.

4- As concentragbes da fracdo FAd que induzem imunidade protetora na

doenca de Chagas experimental sdo também estimuladoras da producio de
IFN- y.

5- A administracéo de anticorpos neutralizantes anti-IFN-y reverte totalmente
a prote¢io induzida pela fracao FAd .
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Tabela I-Resposta linfoproliferativa a Con A por células esplénicas de

camundongos CBA/J normais, estimuladas "in vitro" na presenca de diferentes

concentragdes da fragdio FAd ( pg/ml). Resultados expressos em contagem por

minuto (cpm).

Exp.n° FAd pg/ml
0 1 2 5 10 20 40

1 100074 =+ 133594+ 134049 : 150425+ 80040 = 67228 + 12753 =
3435 14599 17599 10121 5125 6810 1025

2 20000 x 133594 + 26809 + 30085 + 16080 = 13445 += 15601 +
689 14599 3471 2024 1034 1362 13056

3 48640 50428 + 54370 « 68020 + 42020 + 20640 = 5640 +
2340 1620 870 3720 2040 5720 2640

4 66784 + 68428 + 70428 = 86340 + 74820 + 38420 + 10110 +
6722 4630 3270 2780 5840 5670 1840

5 88695 + 85640 = 92340 = 96340 = 76648 = 42364 £ 21640 £
T840 7648 4774 3400 6824 3500 21730

6 58746 + 59780 « 64348 = 72483 = 40860 = 23640 = 12340 «
3728 4250 1728 2320 1380 1785 1720

média 63823 71447 73724 83999 55078 34289 12007

% - 0 0 i\ 14 46 19

supressio
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Tabela II- Resposta linfoproliferativa de células esplénicas de camundongos
CBA/J normais, estimuladas pela Fracdo FAd. Resultados expressos em

contagem por minuto (cpm).

Exp n° FAd  pg/ml
0 1 2 5 10 20 40

1 527 + 683 = 428 & 538 634 = 584 + 538 +
123 241 72 125 236 103 82

2 1243 = 1143z 1428+ 2317 1483+ 1642+ 1833 =
245 128 324 456 398 328 635

3 938 + 1236 + 1815+ 922 & 1328 + 1423+ 1281 +
234 127 349 345 548 631 721

4 1428 +  1621x 1324 x 1478+ 2320+ 1578+ 1323 «
387 347 643 344 642 396 422

média 1034 1170 1248 1313 1441 1306 1232
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Tabela ITI- Resposta linfoproliferativa 4 Con A por células esplénicas de

camundongos CBA/J que receberam previamente a fracio FAd "in vivo
(ug/animal ). Resultados expressos em contagem por minuto (cpm).

Exp.n° FAd ug fanimal BSA g /animal
0 400 600 800 400 600 800
70713« 134768+- 35478 28786+ 72820+ 84842+ 76883
1 7820 8640 5400 3720 6200 9320 4681
68420+ 72478+ 28640+ 24640+ 74642+ 70424+ 743412
2 5472 1720 3270 4320 11200 6720 5660
48720+ 58640+ 38780+ 16385+ 81724+ 81789+ 78831
3 3240 1840 3720 1270 7200 5240 8370
88620+ 96320 76342+ 18620+ 71744+ 80682+ 69840+
4 12780 3740 3620 1740 6210 6740 4730
57341« 68744+ 52340+ 12783+ 76784+ 818444 78940+
5 6720 1743 1537 1954 12740 9743 5720
96742+ 114840+ 90460+ 22420+ 788451 89864+ 74845+
6 1184 1364 6734 2040 6340 11020 6327
média 71769 90965 45821 20605 76003 81574 75613
% 0 35 71 0 0 )

BUpressio
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Tabela IV-Niveis de TGFB ( ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais estimuladas com Con-A na presenca de
diferentes concentractes de FAd.

Exp.n° FAd pg/ml
i 1 5 10 20 40
1 1.61+0.22 1.37+0.24 0.73+0.14 1.55:0.25 2.68:0.23
1.32+022

2 1.42:0.17 0.9810.33 0.6210.13 1.62+0.17 1.84+0.23 1.98+0.22
3 0.57+0.12 0.61+0.13 0.63+0.22 0.68x0.24 0.76:0.14 1.06+0.23
4 0.98+0.38 1.01+0.26 0.99:0.32 1.02:0.22 1.41:0.21 1.78+0.17
Média 1.14 0.99 0.89 1.01 1.39 1.87

Tabela V- Niveis de TGF-f (ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais, cultivadas na presenca de diferentes
concentragoes de FAd, na auséncia de Con-A.

Exp.n° FAd pg/ml

0 1 5 10 20 40
1 0.90+0.37 0.46+0.11 0.38+0.12 1.12+0.22 1.08+0.25 1.11+0.37
2 1.47+£0.43 1.35:0.27 1.44+0.22 1.45+0.25 1.42+0.38 1.49:0.54
3 0.61+0.38 0.57+0.23 0.52+0.19 0.64+0.23 0.61+0.33 0.77+0.22
4 1.01+0.22 0.98:0.27 0.85:+0.24 0.91+0.41 1.04:0.23 1.65:0.25
média 0.99 0.84 0.79 1.03 103 125
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Tabela VI-Niveis de TGF- ( ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos que receberam "in vivo" diferentes concentracéoes da fracio FAd

(ug/animal) e estimuladas "in vitro" com Con-A.

Exp.n° FAd pg/animal

0 400 600 800
1 1.22+0.05 2.70£0.11 6.30+0.21 8.20+0.34
2 1.56+0.27 1.54+0.12 1.78+0.17 2.86+0.28
3 2.73+0.37 1.67+0.17 2.85:0.16 3.80+0.21
4 3.06:0.12 2.75+0.24 3.66+0.12 4,01+0.18
média 2.14 2.16 3.64 471
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Tabela VII-Niveis de TGF- ( ng/m] ) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J que receberam "in vivo" diferentes concentracoes da
fracdo Fad ( ug/animal) e estimuladas "in vitro" com FAd (5 pg/ml).

Exp.n® FAd pg/animal
0 400 600 800
1 0.17+0.09 0.22+0.11 0.27+0.09 0.370.11
2 1.67=0.31 1.73+0.17 1.87:0.14 1.96+0.14
3 1.58:0.17 1.3310.16 1.68+0.21 . 1.73:0.14
4 1.54+0.22 1.47+0.21 1.44:0.24 1.62+ 0.21
1.24 1.18 1.31 1.42

média

Tabela VIII-Niveis de TGF-8 ( ng/ml), 'liberados sem estimulo, no sobrenadante
de cultura de células esplénicas de camundongos CBA/J que receberam " in
vivo" diferentes concentractes de FAd.

Ezp. n° FAd pg/animal
0 4400 600
800
1 0.27+ 0.07 0.35+0.05 0.37:0.08 0.47+0.06
2 1.68+0.31 1.73:+0.12 1.87+0.22 1.93+0.24
3 1.57+0.14 1.53+0.24 1.88+0.24 1.98+0.36
4 1.68+0.13 1.54+0.22 1.72+0.14 1.98:0.21

Média 1.30 1.28 1.46 1.59




55

Tabela IX -Niveis de IFN y (ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais estimuladas por con-A na presenca de
diferentes concentra¢des da fragdo FAd.

Expo FAd pg/ml
0 1 5 10 20 40
1 124017  184:022  120:0.11  0.74:022  051:0.19  043:0.16
2 180:028  097:041 161037 101045  1.08:036  0.71:0.17
3 091£022  178:015  198:023  0.64:0.12  058:014 0592013
4 158:0.12  0.89:0.19  168:0.09 0.64:0.10  0.54:008  0.49:0.15
média 163 139 161 0.75 0.67 0.55

Tabela X- Niveis de IFN y (ng/ml) no sobrenadante de células esplénicas de
camundongos CBA/J normais, cultivadas na presenca de diferentes
concentrag¢des da fragdo FAd.

Expn® FAd pg/ml

0 1 5 10 20 40
1 0.94:+0.12 0.49:0.14 0.55+0.22 0.47+0.23 0.36+0.14 0.48:0.24
2 0.88:0.09 0.72:0.22 0.64:0.14 0.58+0.13 0.62+0.37 0.54+0.36
3 0.70+0.24 0.68+0.17 0.72+0.38 0.54+0.15 0.61+0.22 0.71+0.36
4 0.92+0.17 0.78+0.22 0.83:+0.27 0.74:0.09 0.84:+0.10 0.8220.01

média 0.86 (.66 0.68 0.58 0.60 0.63
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Tabela X I- Produgéio de IFNy (ng/ml) por células esplénicas de camundongos

CBA/J que receberam "in vivo" diferentes concentra¢des de FAd, estimuladas

com Con-A.
Exp.n° FAd ug /animal

0 400 600 800
1 2.80:0.33 4.80+0.24 3.753+0.31 1.60+0.24
2 1.96+0.27 3.68+0.35 3.68+0.37 1.67£0.12
3 2.421+0.37 4.31+0.21 2.70+0.14 1.67+0.12
4 1.72+0.38 3841041 1.58+0.35 0.92:0.21
média 2.23 4.15 292 1.46




Tabela XII- Producdo de IFN-y (ng/ml) por células esplénicas de

camundongos CBA/J que receberam "in vivo" diferentes concentracies da
fragdo FAd, estimuladas "in vitro” com FAd (5ug/ml).

57

_Exp.n° f‘Ad
ug/animat
0 400 600 800
1 0.70+0.09 0.88+0.14 0.67+0.11 0.64:0.12
2 0.66+0.12 1.22:0.14 0.64+0.21 0.58+0.10
3 0.68+0.12 0.85+0.09 0.66x0.10 0.58+0.19
4 0.88+0.09 0.82+0.10 0.74:0.21 0.76:£0.22
média 0.73 0.94 0.67 0.64

Tabela XTII- Produgdo espontinea de IFN-y (ng/ml) por células esplénicas

de camundongos CBA/J que receberam "in vivo" diferentes concentracoes

da fracdo FAd.
Exp.n® FAd
rg/animal

0 400 600 800
1 0.70+0.12 0.97:0.16 0.88+0.12 0.66+0.14
2 0.82+0.21 0.8820.12 0.60+0.12 0.54:0.24
3 0.84+0.22 0.86=0.14 0.70+0.16 0.38+0.07
4 0.88+0.09 0.9620.22 0.78+0.26 0.68:0.32
média 0.81 0.91 0.74 0.56
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