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Toda a sabedoria vem do senhor Deus, ela sempre esteve com

Ele. Ela existe antes de todos os séculos.

ECLO I:1



“Um dos momentos mais gratificantes da vida ocorre naquela fracdo de
segundo em que aquilo que nos é familiar assume, de repente, a aura
estonteante do que é profundamente novo... Esses instantes de luminacdo
sdo demasiadamente infrequentes, mais incomuns do que comuns, a
maior parte do tempo, permanecemos imersos no que ¢ mundano e
trivial. Al vem a surpresa: o que parece mundano e trivial é prdpria
esséncia das descobertas. A unica diferenga é a nossa perspectiva, nossa
disposi¢do de colocar as pecas de maneira diferente e ver configuracdes

onde, um momento antes, viamos somente sombras”.

EDWARD B. LINDMAN



A Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos Santos pela Orientagdo,
ensinamentos e mais que tudo pela grande amizade, apoio e confian¢a

oferecida desde o primeiro momento no desenvolvimento deste trabalho.



Aos meus queridos pais, Sofonias e Teresa, pelo carinho, apoio
moral, incentivo e esforgo que me brindaram neste momento
mais importante da minha vida.

Aos meus irmdos Pilar, José, Juan, aos meus cunhados, Juan e

Josefa e aos meus sobrinhos, Carol, Gabriel, Miguel, Eliawe,

Guillermo e Giovani.



Aos meus amigos especiais, Silvia, Cristiane, Glducia, Antonio e Doris
pela amizade, apoio , companherismo e que estiveram do meu lado nos

momentos dificeis e alegres da minha vida no Brasil,



AGRADECIMENTOS:

Aos profesores do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Aos funcionarios do Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia, Cristina, Dirce,
Daniele; ao pessoal do CEMIB, Francisco e Rovilson; do biotério, Marcos ¢ Antonio;

as secretarias, Lucia, Lourdes ¢ Alba pela amizade e apoio ao longo desta etapa.
As amigas, Eloisa, Elaine, Sonia, Luciana, Anélia, Clarissa , Patricia e Silvia (Lab. de
Aids do Hospital das Clinicas) e em especial a Célia, Dona Ignés e Paula pela

amizade, companherismo ¢ apoio oferecido durante todo momento.

A todas as pessoas que de maneira direta ou indireta participaram deste trabalho.



Trabalho realizado com apoio recebido da
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA

FAPESP



ABREVIATURAS:

MBP
PLP
EAE
TCR
HSP
PPD
Mt
FITC
IFA
PBS
CFA
SCM
1.4

IL10
IFNy
IFN 8
MHC
GP-MBP
IEL

Proteina Basica de Mielina
Proteolipoproteina

Encefalomielite Experimental Autoimune
Receptor para antigeno das células T
“Heat shock protein”

Derivado de proteina purificada
Mycobacterium tuberculosis
Isotiocianato de fluoresceina
Adjuvante Incompleto de Freund
Tampdo Salino Fosfato

Adjuvante Completo de Freund
“Seore” Clinico Médio

Interleucina 4

Interfeucina 10

Interferon y

Interferon §

Complexo Principal de Histocompatibilidade
Guinea Pig-Proteina Basica de Mielina

Linfocitos intraepiteliais



INDICE

l. INTRODUGCAQ

. OBJETIVOS

Hi. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

3.2 Antigenos

3.3 Anticorpos

3.4 Indugio ativa de EAE em ratos Lewis

3.5 Avaliacio da evolucio clinica

3.6 Administraciio dos Antigenos derivados de micobactérias
3.7 Obtencio de céfulas mononucleares de baco

3.8 Cultura de ¢élulas mononucleares de bace.

3.9 Obtenciio dos Iinfécitos T TCR y3 da mucosa intestinal de ratos Lewis
3.16 Transferéncia adotiva de células

3.11 Deplegiio in vive das células TCR y8

3.12 Citometria de fluxo

3.13 Analise Estatistica

IV. RESULTADOS

12

21

23

23

23

23

23

24

24

25

25

26

27

27

28

28

28



4.1 Quantificacio de linfécitos T TCR 73 do bago de ratos Lewis, apds a administragio de

antigenos derivados de Micobactérias 28

4.2 Efeito da administraciio in vivo de antigenos derivados de Mycobacterinm tuberculosis, PPD ¢

Peptideo derivado de PPD na transformacio blistica de linfécitos esplénicos de ratos Lewis 29

4,3 Efeito da depleciio das células T yd na supressiio da resposta proliferativa de ratos Lewis pré

tratados com antigenos derivados de Micobactérias 30

4.4 Evolugio clinica da EAE, de ratos Lewis, que foram pré-tratades com Antigenos derivados de

Micobactérias 31

4.5 Ffeito da transferéncia adotiva de células enriquecidas da populaciio y3, derivados da mucosa

intestinal, na severidade da EAE K}
V. DISCUSSAO 42
Vi. CONCLUSOES 49

VIli. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 64



12

I. Introducio

A Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) € um modelo de doenga
autoimune Orgio-especifica, do sistema nervoso central, mediada por linfocitos T
CD4+. Manifesta-se clinicamente por uma paralisia ascendente das extremidades,
caracteriza-se histologicamente por infiltragdo perivascular de células mononucleares
no cérebro e medula, e imunologicamente pela presenga de resposta celular e humoral

a componentes da mielina (SWANBORG, 1995; JAVED et al. 1995).

A Encefalomielite Experimental Autoimune pode ser induzida em animais
geneticamente susceptiveis, pela imunizagdo com mielina ou seus componentes COMo
a proteina basica de mielina (MBP), proteolipoproteina  (PLP), peptideos
encefalitogénicos da MBP ou PLP ou ser transferida passivamente para animais

normais por células T CD4+ especificas para MBP ou PLP (TUOHY ef al. 1988).

A indugio da Encefalomielite Experimental Autoimune & utilizada como
modelo animal, que permite o estudo dos mecanismos patogénicos e reguladores da
Esclerose Multipla Humana (EM). A EM ¢ uma doenga caracterizada pela inflamacio
¢ desmielinizagio de multiplas areas do cérebro, que resulta clinicamente em
disfungdo neurologica, na forma de surtos € remissdes, que podem progredir para

incapacidade fisica (HAFLER & WEINER, 1989; VANDENBARK et al. 1996).

A EM acomete normalmente adultos jovens. Estudos imunologicos sugerem
que as lesdes da bainha de mielina sdo resultantes de processos autoimunes

(WAKSMAN 1985). Como na maioria das doencas autoimunes de etiologia
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desconhecida, ndo se sabe como a resposta imune aos antigenos proprios se inicia.
Agressio por agentes infecciosos como virus e bacterias, em individuos
geneticamente predispostos ao desenvolvimento de doencas autoimunes, tem sido

proposta por alguns autores (WUCHERPFENNIG ef al. 1995).

O's mecanismos imunologicos envolvidos na EAE tém motivado uma série de
pesquisa que visa encontrar a cura, ou pelo menos reduzir a severidade dos episodios
de exacerbagdo. Acredita-se que os surtos da EM ou da EAE sejam resultado de
deficiéncia da aclio supressora do sistema imune sobre os clones de linfocitos
autorreativos (AMOR ef al. 1996; GREER er al. 1992; ZAMVIL ef al. 1985;

HOLOSHITZ et al. 1983; BEN-NUN & LANDO 1983).

Utiliza-se, normalmente, a imunossupressio global como medida terapéutica
para controlar os efeitos indesejaveis das reagdes autoimunes. No entanto, devido aos
importantes efeitos colaterais desses agentes sobre 0 organismo, mais ¢ mais os
autores estudam a possibilidade de empregar terapias especificas, que levariam a
inativac@o seletiva, eliminacio ou bloqueio funcional dos clones de linfocitos

autorreativos causadores da doenga.

Varias abordagens tém se mostrado efetivas na prevengdo e tratamento da
EAE, e algumas com aplicagdo potencial no tratamento da EM. Podemos citar a
Imunoterapia com o IFN B, a indu¢iio de tolerdncia aos neuroantigenos € a
manipulagio dos receptores para o antigeno, no complexo trimolecular: TCR,

peptideo e complexo principal de histocompatibilidade.
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O emprego de IFN P tem mostrado efeitos benéficos no tratamento da EAE e
de pacientes com EM, com reducdo tanto da severidade como da frequéncia dos
surtos. Os mecanismos pelos quais o IFN B exerce esses efeitos benéficos, no entanto,
ndo estdio totalmente esclarecidos. Acredita-se que estdo associados 2 antagonizag8o
dos efeitos do IFN v, incluindo a redugio da expressdo de moléculas MHC de classe II

e de citocinas pro-inflamatérias produzidas pelos macrofagos ativados e linfdcitos Thi

(RUUL.S et al. 1996; YASUDA et al. 1996).

A inducdo de tolerfincia a neuroantigenos, em particular a tolerdncia obtida
pela administraco oral de mielina e seus componentes MBP e PLP, tem se mostrado
um meio efetivo de suprimir a EAE e ultimamente vem sendo sugerida como possivel

alternativa terapéutica para o tratamento de algumas doengas autoimunes, entre elas a

EM (WEINER ef al. 1994).

Na indugdo de tolerancia oral, um grande namero de estudos tém mostrado que
um dos mecanismos primarios associados a esta, € a gerago de supressao ativa. O
fator primario que determina a forma de tolerancia, desenvolvida através da
administracdo oral de antigenos é a dose do tolerogeno. Mostrou-se que baixas doses
do tolerégeno induz a geragio de supressdo ativa ou regulagdo da célula T, altas
doses de antigeno, no entanto, conduzem a anergia (MOWAT er al 1982
FRIEDMAN ef al. 1994). Assim, demonstrou-se que a administragdo oral de baixas
doses de MBP levava 2 ativagdo de linfocitos T CD8+ (LIDER er al. 1989). MILLER
et al. (1992) mostraram que na indugfo de tolerancia oral, o tolerégeno estimula os

linfocitos de maneira especifica, mas a supressio observada ¢ mediada pela liberagdo
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de citocinas imunosupressoras nio especificas, como o TGF . CHEN et al. (1594)
mostraram a produgdo de citocinas do tipo Th2 (IL-4, TL-10 e TGF B) por clones
isolados de linfonodos mesentéricos de animais tratados oralmente com MBP. Mais
recentemente, em trabatho realizado em nosso laboratério, OLIVEIRA (1997)
mostrou que a administragio oral de neuroantigeno, foi capaz de inibir a sintese de
citocinas inflamatérias (IFN v) produzidas pelos linfocitos Thl, ndo modificando,

significativamente, as citocinas produzidas pelos clones Th2.

Em fungfo do tipo de receptores para o antigeno (TCR) os linfocitos T podem
ser divididos em duas grandes sub-populacdes: células que expressam receptores para
o antigeno « ¢ B, que constitui a maioria das células T e reconhece os peptideos
apresentados por moléculas do MHC, e as células que expressam oS receptores para o
antigeno v e & (HAAS er al 1993; VOLTARELLI & LOUGHRAM 1994,

OKRAGLY et al. 1995).

As células que expressam os receptores para o antigeno TCR a e [ s3o as
melhores estudadas com relagio ao desenvolvimento de doengas autoimunes, como a
EAE. Tanto a EAE como a EM sdo causadas por linfécitos T CD4 do tipo Thl
(KUCHROO et al. 1993), logo, a manipulagio da interagdo do TCR, com os peptideos
derivados dos neuroantigenos e as moléculas do MHC tem sido feita, com o objetivo
de inibir a apresentaciio do antigeno ¢ cansequenfseihente alterar a manifestagdo da
doenca. Foi demonstrado que animais tfétados 'p(e_viamf;n_t‘e com pequena quantidade
de células autorreativas a neuroa_ntigénos, quando imunizados com MBP/CFA

apresentavam redugdo significativa da EAE. Esse procedimento foi denominado “T



16

cell vaccination” (BEN-NUN ¢z af. 1981; BEN-NUN & COHEN 1982, HOLOSHITZ

et al. 1983).

Trabalhos posteriores, baseados no mesmo principio, demonstraram que a
imunizagio com peptideos derivados das moléculas de TCR dos clones
encefalitogénicos contribui para proteger ratos Lewis contra o desenvolvimento da
EAE. Foi demonstrado que clones autorreativos 8 MBP, utilizam preferencialmente os
genes da familia V882 e Vu 2.3 (BURNS ef al. 1989, BEN-NUN ef af 1991;
BOURDETTE ef al. 1994), sendo que a imunizagdo com o peptideo sintético TCR V3
8.2 (39-59) induz prote¢iio contra EAE nos Ratos Lewis (VANDENBARK et al.
1989; OFFNER ef af. 1991, STEVENS ¢f af. 1992; CHOU et al. 1994). Os autores
mostraram ainda que a imunizagiio com ¢ peptideo sintético do TCR Vf 8.2 (39-59)
resultava tanto em aumento dos niveis de anticorpos (HASHIM ef al. 1990), como na
produgdo e liberagio de fatores soliveis, que inibem a ativagio dos clones
encefalitogénicos (OFFNER ef al. 1994). A administracio de peptideos sintéticos foi
capaz de inibir os sintomas da EAE também em camundongos SJL (MARINI e7 al.
1996). Camundongos transgénicos que expressam o receptor TCR aff especifico para
MBP, apresentam doenga rapida e muito severa. MARUSIC & TONEGAWA (1997)
demonstraram que ¢ possivel obter protegdo contra doenga, induzindo tolerincia com

um peptideo {p17) da molécula de MBP.

A administragiio de peptideos sintéticos do TCR VB5.2 (39-59) e o TCR
VB6.1 (39-59) em diferentes doses, também foi tentada, com fins terapéuticos, em

pacientes portadores de Esclerose Multipla (BOURDETTE ef al. 1994, CHOU et al.
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1994), os autores mostraram redugdo significativa da frequéncia destes clones

autorreativos na circulagio sanguinea dos doentes.

Com relagio as células que expressam os receptores para o antigeno y3, sabe-
se que tanto os linfécitos T aff como os ¥§ sofrem o processo de maturagdo no timo,
sendo que as células T TCR 8 sfo as primeiras a habitar esse 6rgdo na ontogenia. No
entanto, algumas células que expressam o receptor Y8 podem sofrer maturacio
extratimica expressando, normalmente, os marcadores Thy-1 e CD8 o (HAAS et al
1993). Sabe-se também, que cada subpopulagdo migra preferencialmente para
determinado tecido, em fungdo da presenga de proteinas de adesio, as quais sdo
responsaveis pelas diferengas observadas nos padroes de migragio. Nos tecidos
linféides (de humanos e murinos) a proporgio de células T ¥ ¢é bastante diminuida;
mas estfio localizadas em abundéncia nas mucosas; compondo o chamado “Sistema

Imune das Mucosas™.

O grupo de células T que expressa os receptores TCR y8 vem sendo
atualmente alvo de extensas investigacdes, no entanto, a funcdo dessa populagio
celular n3o estd completamente esclarecida. Sabe-se que elas tém um papel protetor
nas doengas infecciosas, sugerindo que pelo menos uma fragdo significante de células
T v represente a primeira linha de defesa do hospedeiro contra diversos patogenos
(KABELITZ et al. 1990, KABELITZ et al. 1994; PFEFFER ef al. 1990, O’BRIEN ef
al. 1989; OKRAGLY ef al. 1995). Camundongos infectados com Lscherichia coli,
Plasmodium, Chlamydia trachomatis, Influenza, Salmonella, Lysteria monocytogenes

apresentaram aumento da populagdo de linfocitos T ¥8 (KRONENBERG, 1994; VAN
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DER HEYDE ef al. 1993). No homem, o aumento da populagio de linfocitos v& foi
descrito em associagio com Leishmaniose, Salmonelose, Brucelose e Tuberculose
(KRONENBERG et al. 1994). Recentes evidéncias mostram que IL-15 derivada de
macrofagos infectados contribue para a ativagdo das células T y8 durante a infecgio
bacteriana com Salmonella (NISHIMURA ef al. 1996). Também foi observado que
células T vd tém um papel crucial na expressdo de hsp 65 essencial para a imunidade

protetiva a 7. gondii, na fase inicial da infecc@io (HISAEDA ef al. 1996).

A interagio de células T TCR v com outras células do sistema imune e

a sua importincia para a modulagio da resposta imune vem sendo estudada por
diversos  autores (FUITHASHI e al 1992, PTAK & ASKENASE 1992;

KAUFMANN ef al. 1993, Mc MENAMIN ef al. 1994).

PTAK & ASKENASE (1992) observaram que as células T aff necessitam da
colaboragio das células T vy para transferir hipersensibilidade de contato.
KAUFMANN et al. (1993) mostraram um aumento na ativagdo das células TCR af
apds o tratamento in vivo com o anticorpo monoclonal anti TCR y8 sugerindo
importante agdo moduladora dos linfocitos Tyd sobre os linfocitos T aff. FU et al.
(1994) reportaram que as células T y8 contribuem para proteger tanto na infecgéo
primaria quanto na secundaria com L. monocitogenes sugerindo, deste modo, que
células T v& podem diferir funcionalmente no transcurso das doengas, mostrou
também que estas células atuam na imunomodulagdo da inflamagdo no sentido de

prevenir dano excessivo ao figado durante a resposta imune a Listeria monocitogenes.
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O envolvimento das células T 3 na patogenia de doengas autoimunes tem sido
proposto, principalmente no caso daquelas que possuem um componente inflamatério
cronico, como é o caso de Artrite Reumatdide e da Esclerose Multipla (ROAK ez al.
1996; FREEDMAN ef a/. 1991). No entanto, acredita-se que tal envolvimento seja
restrito a certos fenétipos de células T v8 (PETERMAN ef al. 1993). Particularmente
no caso da EM, a presenga de linfdcitos TCR ¥8 ao redor dos oligodendrocitos, em
pacientes com a doenga ativa foi detectada; assim como um numero aumentado de
células T v8 foi reportado no liquido céfalo-raquidiano de pacientes portadores de EM
(SELMAIJ et al. 1991; NICK ef al. 1995). WUCHERPFENNING ef al. (1992)

mostraram que no SNC essas células sio predominantemente TCR V81 ou TCR V2.

Quanto & apresentagio do antigeno aos linfocitos T TCR y0, a literatura
encontra-se dividida. Alguns autores mostraram que essa populagio celular pode
reconhecer o antigeno sem a participagdo das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (BOISMENU & HAVRAM, 1997). QOutros autores, no entanto,
acreditam que a exemplo da populagio of, os antigenos sdo apresentados em
associagd@io com as moléculas do MHC. Ha concordincia, no entanto, sobre a forte

reatividade das células T v5 aos antigenos derivados das micobactérias.

Foi demonstrado que células T TCR v8 do timo de murinos neonatos,
respondiam a antigenos derivados de micobactérias. A literatura mostra que
hibridomas ¥8 eram ativados, liberando niveis elevados de IL-2, quando estimulados
com PPD. Este mesmo grupo de pesquisadores mostrou que a ativagdo dos hibridomas

v era devida a presenga da hsp 60 e hsp 65 componentes da molécula de PPD
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(O’BRIEN ef al. 1989). A utilizagio de peptideos sintéticos correspondentes a
diferentes porgdes de hsp 65, que tém a capacidade de estimular células v, foi
descrito por BORN ef al. (1990). Os autores utilizaram peptideos antigé€nicos da
sequéncia de aminoacidos 180-196 correspondente a hsp 65 de Mycobacterium leprae
que era comum a AMycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis, observando
forte reatividade dos hibridomas v3 (BNT- 19.8.7 ¢ BNT- 9.12.18), refor¢ando a idéia
que estas células podem especificamente reconhecer peptideos sintéticos, dertvados

das moléculas dos antigenos de micobactéria.

No modelo da EAE, a indu¢io da doenca tanto em ratos como em
camundongos € dependente da presenga de adjuvantes na emulsfio imunizante. O
Mycobacterium tuberculosis (Mt) ¢ rotineiramente utilizado como agente
imunopotenciador na indugio da EAE. Por outro lado, ha evidéncias demonstrando
que a pré-exposigdo de animais (ratos e camundongos) ao adjuvante completo ou a Mt
induz resisténcia ao desenvolvimento da EAE, mesmo quando a micobactéria ¢
inoculada em solugio aquosa (HEMPEL er al. 1985). Estas observa¢es mostraram
que Mt ndo s6 promove a indu¢iio da doenga, como também protege o individuo

contra o desenvolvimento da mesma.

BEN-NUN et al. (1993) observaram que a pré-exposi¢do de camundongos &
toxina de B. pertussis e derivado purificado de proteina de M. tuberculosis confere
protegdo completa a EAE. O mesmo grupo de autores, demonstrou que camundongos
inoculados com um fragmento de 12 kDa, derivado da molécula de PPD, desenvolvia
resisténcia a EAE. Os autores afastam a possibilidade de ser indugfio de tolerdncia,

uma vez que esse peptideo nfio apresenta sequéncia em comum com 0s epitopos
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encefalitogénicos da molécula de MBP.

A possibilidade de as células T yd atuarem como células supressoras nos
mecanismos de autoimunidade comeca a ser aventada. No modelo da EAE,
KOBAY ASHI ef al (1997) mostraram o agravamento da doenga pela administragdo in
vivo de anticorpo monoclonal anti-células T yd. Os autores mostraram associagao
entre 0 aumento da severidade da doenca e os niveis de IFN v, citocina implicada na

génese da EAE.

Emm trabalho recentemente realizado em nosso laboratério, DOMENICI (1997)
concorda com esses autores, mostrando que a deplegio in vivo de linfocitos T TCR yd
de camundongos SIL, leva a aumento da severidade da EAE. A resposta proliferativa
de linfoeitos estimulados com a MBP, assim como os niveis de anticorpos dirigidos
para este neuroantigeno, também estavam elevados apos a deplegdo in vitro da
populacdio celular ¥8. A autora mostra ainda, aumento dos niveis de TNF o e redugio
significativa de TGF B apds a deplegdo da populagiio de células T 3. Estes dados

sugerem importante fungio supressora das células TCR v& no modelo de EAE.

Diante das evidéncias da possivel fun¢io supressora das células T vd no
modelo da EAE, aliada as observagdes da forte reatividade dessas células aos
antigenos detivados de micobactéria, no presente trabalho pretendemos verificar se a
reducdo da severidade da EAE, observada pela prévia exposiglo aos agentes derivados

de micobactérias, se deve a ativagdo da fungéo supressora das células T vO.
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I1. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo verificar em que medida a ativagdo dos
linfocitos T y& por antigenos derivados de Mycobacterium tuberculosis, modula a

severidade da EAE.
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I11. M ateriais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Lewis, fémeas de 8 semanas de idade,
obtidos do laboratéric Harlan-Sprague Dawley USA e mantidos durante a fase de
experimentagio no biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do

Instituto de Biologia sob condigbes convencionais.

3.2 Antigenos

Foi utilizado Proteina Basica de Mielina purificada do cérebro do cobaia
segundo o método de DEIBLER et al. (1972); os niveis de proteina das amostras

foram dosadas pelo método de LOWRY ef al. (1951), com algumas modificagdes.

3.3 Anticorpos

Anticorpo monoclonal anti-TCR 8 de rato clone (V 65) foi gentilmente cedido

pelo Dr. AHMAD AL-SABBAGH (BioGen, Cambridge-USA).

3.4 Inducdo ativa de EAFE em ratos Lewis

Os animais (pelo menos 6 por grupo) foram imunizados com GP-MBP
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(50ug/animal) em adjuvante completo de Freund, via subcutdnea, nas patas

postertores.

3.5 Avaliacio da evolucdo clinica

Os ratos foram observados diariamente iniciando 9 dias apos imunizagdo com
GP-MBP + CFA, para os sinais clinicos da EAE. A avaliagio da evolu¢do dos

sintomas foi feita da seguinte forma:

grau 0 = nfio doente

grau 1 = perda de tonus da cauda

grau 2 —> fraqueza parcial dos membros posteriores

grau 3 => paralisia severa dos membros posteriores

grau 4 => paralisia severa dos membros anteriores ¢ posteriores

grau 5 = morte.

3.6 Administracdo dos antigenos derivados de micobactérias

Os animais ( pelo menos 6 por grupo) foram imunizados, via subcutanea,
com 100pg/animal de Mt, 50ug/animal de PPD ou 50ug/animal de peptideo de PPD

180-196 (TFGLQLELTEGMRFDKG-NH2) PS9603-D sintetizado pelo Depto. de
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Biofisica da Universidade Federal de Sio Paulo (Escola Paulista de Medicina),
emulsificado em igual volume de Adjuvante Incompleto de Freund. Cada animal

recebeu 0.2 ml da emulsdo e 0 grupo controle recebeu apenas o adjuvante.

3.7 Obtencao de células mononucleares de baco

Baco dos animais imunizados 20 dias apds imunizagdo, foi removido
assepticamente e colocados em placas de Petri estéreis, contendo meio RPMI 1640
(Sigma- Aldrich, USA). As células foram liberadas cuidadosamente, utilizando
pequenas peneiras estéreis. As células isoladas foram colocadas em tubos de ensaio
estéreis e lavadas por 3 vezes com solugdo salina de Hank’s e centrifugadas por 10
minutos, a 1500 rpm. No caso das células do bago, apds a primeira centrifugagdo o
botdio celular foi tratado com tampdo de lise com o objetivo de eliminar as hemacias.
A suspensio célular foi lavada por 3 vezes com solugio de Hank’s e ressuspendida em
meio RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino a 5% (Microbiologica-RJ) e 4,25
mg/ml de gentamicina. Para determinar a viabilidade celular usou-se o método de

exclusio do corante Azul Trypan.

3.8 Cultura de células mononucleares de baco.

Células de baco, obtidas de acordo com o item anterior, foram ajustadas para
1-2x10° céls/pogo e colocados em placas para cultura de células de 96 pogos {Costar
MA-USA). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Co, USA)
enriquecido com soro fetal bovino 5% (Microbiologica-Rl) e 4,25 mg/mi de
gentamicina, 1% de glutamina 0,2M e 2-Mercaptoetanol a 1:5000. O ensaio foi

realizado em triplicata. Avaliou-se a transformagdo blastica de linfécitos estimulados
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com Con A, usando diferentes concentrages do mitbgeno (1,25pg/ml; 2,5pg/ml e

5pg/ml). As células foram incubadas por 48 horas com o mitégeno, em incubadora

contendo tensdo constante de 5% de CO;, a 37° C. Aproximadamente 18 horas antes
do término do periodo de incubagdo, cada pogo recebeu 1 pCi de timidina tritiada
(New England Nuclear Ma,USA). Apo6s este periodo, 0 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 papel de fibra de vidro (Cambridge Tech, USA) e embebidas em 2 ml
de liquido de Cintilagdo. O contetdo radioativo foi determinado em Cintilador beta
(Beckman- Liquid Scintillation System, USA). Os resultados foram expressos em

contagem por minuto (cpm), sendo considerada a média das triplicatas.

3.9 Obtencdo dos linfocitos T TCR y5 da mucosa intestinal de ratos
Lewis

Para obtencdo de linfocitos intraepiteliais (IEL) da mucosa intestinal de rato
Lewis, o animal foi sacrificado, retirou-se o intestino delgado, colocando-o em placa
de Petri contendo meio de Hank’s. O intestino foi cortado em pedagos de 2 cm, ¢
lavado exaustivamente com Hank’s contendo antibiético, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Apos retirar-se as placas de Peyer, 08 pedagos de intestino foram abertos
longitudinalmente e removeu-s¢ O €XCesso de muco interno. Com ajuda de um émbolo
foram macerados sobre uma peneira apropriada para soltar as células. Nesta etapa,
verificou-se a presenga dos linfocitos ao microscopio. Apos este processo a suspensio
de células foi filtrada em um funil forrado com uma fina capa de 13 de vidro, com a

finalidade de reter o muco, e as células foram centrifugadas por 20 minutos a 1500
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rpm sobre gradiente de Percoll (43%). A nuvem celular foi retirada e ressuspendida
em meio RPMI enriquecido com 5% de SBF ¢ 4,25 mg/ml de gentamicina. A
concentragio celular foi ajustada para 107 cé/ml. A porcentagem de células o
presentes nessa preparagio foi determinada por analise de citometria de fluxo
(descrito no item 3.12) As preparagdes celulares continham cerca de 53,5% de

linfocitos T TCR vd.

3.10 Transferéncia adotiva de células

Para o ensaio da transferéncia adotiva de células, cada um dos ratos
recipientes recebeu 1 ml/animal de linfocitos intraepiteliais de rato Lewis normal, a
uma concentragio de 107 cél/ml via intraperitoneal, em 3 doses, com intervalo de 1 dia
e 24 horas depois da Gltima dose foram imunizados com GP-MBP + CFA (50
ug/animal) via subcutdnea, nas patas posteriores. Os animais controles foram

imunizados com a mesma dose de antigeno.

3.11 Deplecdo in vivo das células TCR ¥o

A deplegio in vivo das células T TCR v8 foi realizada de acordo com ©
método descrito por CARDILLO ef al. (1993). Cada animal receben trés doses
contendo 500 pg. de anticorpo monoclonal anti-TCR & em 0,25 m! de PBS,
administradas por via intraperitoneal, em dias altenados sendo a ultima dose
administrada 24 horas antes de quaisquer outras manipulagdes. Doses adicionais

idénticas as iniciais foram administradas em intervalos regulares de 7 dias, com ©
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objetivo de evitar a repopulagdo celular.

3.12 Citometria de fluxo

Citometria de fluxo foi utilizada para a fenotipagem dos Linfocitos
intraepiteliais (IEL), para controle da deplegio in vivo e agdo dos antigenos derivados
de Mt. A suspensio celular das células esplénicas obtida como descrito (item 3.7), foi
ajustada para a concentragio de 4x10° cél/ml. Para a coloragio, 500 ul destas células
foram colocados em cada frasco eppendorf, a0 qual se adicionou 5 pl do respectivo
anticorpo marcado, no caso anticorpo monoclonal anti TCR v& de rato marcado com
FITC ou IgG de hamster marcado com FITC (controle); uma das amosiras nio
recebeu  anticorpe algum sendo o controle (absoluto). As amostras foram incubadas
por 40 minutos em banho de gelo. Apos o periodo de incubacdo, centrifugaram-se oS
tubos em microcentrifuga por 10 minutos a 1500 rpm. Cada botéo celular foi lavado
por trés vezes com solugdo salina de Hank’s centrifugando-se por 10 minutos a 1500
pm em cada lavagem, logo apds, os botdes celulares foram ressuspendidos em 1 ml
de formalina 10% e as amostras foram analisadas em citdbmetro de fluxo
(Orthocitorom-Johnson & Johnson ) no laboratério de AIDS do Hospital das Clinicas

da UNICAMP.

3.13 Andlise Estatistica

As amostras com distribuigio paramétrica foram analisadas com o teste “t” de

Student. Para analisar as amostras nao paramétricas utilizou-se o teste de Wilcoxon.
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IV. Resultados

4.1 Quantificagio de linfécitos T TCR yé do bago de ratos Lewis, apos a

administracdio de antigenos derivados de Micobactérias

No sentido de verificar se a administragio de Mt , PPD e peptideo de PPD
estimula a populagio de linfocitos T TCR ¥3, quantificamos essa populagio celular
antes e apds a administragio in vivo da Mt., PPD e peptideo de PPD. A analise foi
realizada por citometria de fluxo, 20 dias apos o tratamento. Na tabela I e figura 1 (a)
mostramos que a administragio de Mt levou a significativo aumento (p = 0,007) da
populagdo de células T y3, quando se comparou com 0 grupo de animais controle que
recebeu apenas IFA. O aumento significativo da populagio de células T 8 também foi
observado no grupo de animais tratados com PPD (p < 0,001) tabela Il e figura 1 (b) e
peptideos de PPD (p < 0,001) tabela III e figura 1.(c) Observamos ainda que o Mt
induziu aumento superior que os antigenos derivados de PPD ou peptideo de PPD.

Para cada grupo de experimento foram utilizados 6 animais.

4.2 Efeito da adminisiracdo in vivo de antigenos derivados de

Mycobacterium tuberculosis, PPD e Peptideo derivado de PPD ha

transformagio bldstica de linfocitos esplénicos de ratos Lewis

A transformagio blastica de linfécitos estimulados com Con A é um método

classico de avaliagio da imunidade celular. No sentido de verificar o efeito da
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administracdo de antigenos micobacterianos sobre a resposta imune celular, nas
tabelas IV, V e VI figuras 2, 3 e 4 mostramos os resultados da estimulagfio de
linfocitos de ratos Lewis previamente sensibilizados com Mt, PPD e peptideo de PPD.
Nossos dados mostram que a administragio de 100 ug de Mt, 50 ug de PPD e 50 ug de
peptideo de PPD respectivamente leva a redugdo significativa da resposta proliferativa
de linfocitos (p<0.01) quando comparada com o grupo controle. A supressdo fo1 mais
acentuada (52%) quando se administrou Mt (fig. 2). As preparacBes mais purificadas
do antigeno (PPD e o Peptideo de PPD) suprimiram de forma menos acentuada a
transformagdo blastica dos linfocitos (25%) figuras (3 e 4). As médias de 6
experimentos foram apresentadas apenas para facilitar a leitura, nfo sendo utilizadas

na analise estatistica com o teste de Wilcoxon.

4.3 Efeito da deplecio das células T yS na supressio da resposta

proliferativa de ratos Lewis pré tratados com antigenos derivados de

Micobactérias

Com a finalidade de mostrar que a supressdo da resposta proliferativa & Con A
pelos antigenos micobacterianos, estd associada a estimulagio de células Tyd, nesse
grupo de experimentos, os animais foram depletados (item 3.11) in vivo das células T
vd e posteriormente tratados com Mt e PPD. Nas tabelas VIL, VIII e IX e figura 3,
mostramos que apos a deplegiio in vivo das células Tyd, a supressiio da resposta
proliferativa de linfocitos de animais tratados com Mt (1) ; PPD (3) e Peptideo de PPD
(5) foi totalmente revertida. A figura SA do apéndice, mostra que a administraciio in

vivo de anticorpo monoclonal anti TCR v§ efetivamente depleta a populagio de
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células T v8 uma vez que a porcentagem inicial de 5,2% e passou a ser de 0,7% apods

a deplecio.

4.4 Evolucdo clinica da EAE, de ratos Lewis, que foram pré-tratados

com Antigenos derivados de Micobactérias

Este grupo de experimentos foi conduzido no sentido de verificar se a
supressio da resposta imune celular que observamos com a administragdo de
antigenos derivados de micobactérias, modula a severidade da EAE. As tabelas X, X1,
X11 ¢ figuras 6, 7 e 8 mostram a evolugdo clinica da EAE. Os animais que receberam
in vivo Mi.(fig.6), PPD (fig.7) e peptideo de PPD (fig.8) apresentaram um retardo no
inicio da doenga, sendo que a mesma se mostrou clinicamente menos severa, quando
comparada com os animais controles. As figuras 6, 7 ¢ 8 claramente mostram que 0O
grupo de animais que recebeu Mt, PPD e Peptideo de PPD in vivo teve 0 inicio da
doenca retardado em comparagdo a0 grupo que somente foi imunizado com GP-MBP
ou que recebeu o adjuvante incompleto. Para avaliagio dos resultados, utilizamos os
valores de Score Clinico Médio (S.CM.), que representa a média diaria do score

clinico de cada grupo (5 por experimento) de animais

4.5 Efeito da transferéncia adotiva de células enriquecidas da

populacdo yo, derivados da mucosa intestinal, na severidade da EAE

Este grupo de experimentos foi conduzido no sentido de avaliar o efeito da
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populagio de células T TCR 8, na modulagdo da severidade da EAE. Sabe-se que a
populagio de células T TCR y8 esta localizada na epiderme ¢ epitélio intestinal
(POUSSIER & JULIUS, 1994; ROSAT ef al. 1993). BARRET er al (1992)
mostraram que 87% dos IEL eram TCR y8 + CD8ao. A figura 10, no apéndice,
mostra que a porcentagem de células T TCR 3 existente na preparaco das células
derivadas da mucosa intestinal é de 53,5%. Na tabela XV e figura 9, mostramos que
ratos Lewis que receberam populagio de linfocitos T TCR 8 adotivamente, tiveram a
severidade da EAE reduzida de forma significativa. Houve discreto retardo no
aparecimento da doenca e efetiva redugdo da severidade da mesma quando comparado
com o grupo controle (Média do Méximo Score Clinico 1,6 para o grupo tratado e 3,3

para o grupo controle).
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FIGURA 1. Porcentagem de células T TCR v dos ratos Lewis (6 animais/ grupo)
estimulados com Mt (100ug/animal)(a), PPD (50ug/animal)(b) e Peptideo de PPD

(50pg/animal)(c), comparados com o grupo controle.
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FIGURA 2. Resposta proliferativa a Con A (ug/ml) de linfocitos esplénicos de ratos

Lewis (6 animais/grupo) apos 20 dias a imunizagdo com 100 ug de Mt, comparado

com o grupo controle.
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FIGURA 3. Resposta proliferativa a Con A (ug/mi) de linfocitos esplénicos de ratos

Lewis (6 animais/grupo), apos 20 dias a imunizagio com 50 yg de PPD, comparado

com © grupo controle.
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FIGURA 4. Resposta proliferativa a Con A (ug/ml) de linfécitos esplénicos de ratos
Lewis (6 animais/grupo) apos 20 dias a imunizagdo com 50 ug de Peptideo de PPD,

comparado ao grupo controle.
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Figura 5. Resposta proliferativa a Con A: Células esplénicas de ratos Lewis que foram
depletados das células T yd e 24 horas depois imunizados com Mt (100ug/mf§, PPD
(50pg/ml) e Peptideo de PPD (50 pg/mi) (1,3 e 5), comparado com células esplénicas
de ratos Lewis somente imunizados com Mt (100ug/ml), PPD (50ug/ml) e Peptideo
de PPD (50 pg/ml) (2, 4 e 6) e 0 grupo que apenas recebeu PBS (grupo controle).
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FIGURA 6. EAE (Score Clinico Médio) induzida em ratos Lewis (5 animais /grupo)
20 dias apds tratamento com Mt e IFA, e imunizados com GP-MBP/CFA,

comparado com 0 grupo controle (imunizados apenas com GP-MBP/CFA).
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FIGURA 7. EAE (Score Clinico Médio) induzida em ratos Lewis (5 animais /grupo)
20 dias apos tratamento com PPD e IFA, ¢ imunizados com GP-MBP/CFA,

comparado com o0 grupo controle (imunizados apenas com GP-MBP/CFA).
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FIGURA 8. EAE (Score Clinico Médio) induzida em ratos Lewis (5 animais /grupo)
20 dias apos tratamento com P-PPD e IFA, e imunizados com GP-MBP/CFA,

comparado com o grupo controle (imunizados apenas com GP-MBP/CFA).
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FIGURA 9. EAE (Score Clinico Médio} induzida em ratos Lewis (3 animais /grupo)

que receberam transferéncia adotiva de células T TCR y& 24 horas antes da

imunizacio com o neuroantigeno (GP-MBP/CFA), comparada com 0 grupo controle

(sem tratamento prévio).
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V. Discussio

O presente trabalho teve como objetivo estudar o envolvimento das
células que expressam 0s receptores para o antigeno TCR y3, na modulagio da
severidade da EAE. Pretendeu-se estabelecer relagdo entre a imunossupressdo
observada pela administragio de antigenos derivados de micobactérias, a ativagiio da

populagdo de linfocitos TCR 6 e a redugdio da severidade da EAE.

A anilise citométrica de células esplénicas de ratos Lewis que
receberam Mt., PPD e peptideo de PPD in vivo mostrou significativo aumento da
populagdo de linfocitos TCR ¥, em relagdo ao grupo ndo tratado. O grupo de animais
tratados com Mt mostrou um aumento da populagdo de células T y8 mais acentuado
do que os animais que receberam o antigeno na forma purificada ou o peptideo de
PPD. Este aumento na populagio T TCR v& pelo estimulo com Mt, se deve
provavelmente a complexidade do antigeno, que apresenta maior quantidade de
epitopos estimuladores da célula T y5. Estas observagbes estdo de acordo com varios
outros grupos que mostraram, previamente, a forte reatividade das células T v3, tanto
de murinos como humanos, aos antigenos derivados das micobactérias. Utilizando
hibridomas de células T v8, os autores foram capazes de demonstrar a liberagdo de IL-
2, ou seja, a ativagio destes clones, na presenca de algumas heat shock protein (hsp),
da molécula de PPD ou peptideos com a sequéncia de aminoacidos 181-197 e 180-196

da hsp de micobactéria (O’BRIEN ef af. 1989; BORN e al. 1990).
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A observagio de que as células T TCR v8 respondem aos antigenos derivados
de micobactérias ¢ vélida também para células humanas. No homem, a populagdo de
células T ¥8 constitui aproximadamente 5% das células do sangue periférico. A forte
reatividade das células T v$ humana aos antigenos derivados de Mt foi descrita por
PANCHAMOORTHY ef al. (1991) ¢ UETA ef al. (1994). UETA ef al. (1994)
observaram aumento significativo da populagidc de linfocitos T TCR yd (CD4+ V82)
apos a estimulagdo de linfocitos de individuos normais com PPD in vitro. Embora
haja controvérsias sobre a forma como os antigenos sdo apresentados as células T o,
as evidéncias mostram que essa populagio celular tem condigBes de reconhecer o

estimulo antigénico das micobactérias.

O proximo passo foi verificar o efeito dos antigenos micobacterianos sobre a
resposta imune celular dos ratos Lewis. A ativacdo ou transformacdo linfocitaria,
refere-se a um processo in vitro que se correlaciona ao processo que regularmente
ocorre quando linfocitos de individuos especificamente sensibilizados, interagem com
o antigeno. Por medir a capacidade funcional dos linfcitos proliferarem a um
estimulo antigénico ou mitogénico, reflete melhor a imunocompeténcia do que a
simples fenotipagem das subpopulagdes de linfocitos (MUSATTI et al. 1976). Ea
técnica que vem, portanto, sendo utilizada ha décadas para avaliar a imunidade celular
dos individuos. Fomos capazes de demonstrar que a administragdo de Mt , PPD e
peptideo de PPD in vivo aos ratos Lewis, levou a significante redugio da resposta
proliferativa de linfocitos estimulados por Con A. Em outras palavras, a
administracio de Mt, PPD e peptideo de PPD in vivo suprime a resposta imune

celular dos animais normais.
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O dano tecidual observado na infecgio pelo Mt é devido a reagbes de
hipersensibilidade tardia, reagéo caracterizada pela resposta de tipo celular. Linfocitos
sensibilizados produzem diferentes tipos de citocinas que tentam destruir as células
infectadas. Por outro lado, macrofagos ativados pelas citocinas resultantes da
interagdo antigeno-linfocitos sensibilizados podem liberar enzimas capazes de lesar os
tecidos adjacentes ao local da reagio. Embora a infeccio com Mt resulte em uma
reacio de hipersensibilidade local, a supressdo da resposta imune sistémica tem sido
descrita nos individuos infectados. Varios mecanismos responsaveis pela
imunossupressdo foram demonstrados como: aumento da atividade supressora de
macréfagos em individuos infectados (FUITWARA et al. 1986), supressio da resposta
proliferativa dos linfocitos, principalmente nos individuos com a tuberculose
avancada (MORENO ez al. 1988 ; CASTRO, 1997), reducio dos niveis de citocinas
pro-inflamétorias como IFN vy com aumento de citocinas com atividade

imunossupressora como TGF B (CASTRO, 1997). Varios autores tém associado a
liberagdio de TGF B com a imunossupressio observada nos individuos infectados com
Mt (ELLNER et al. 1991; CHAMPSI ef al. 1995, TOOSSI et al. 1995, CASTRO,
1997). No presente trabalho, apresentamos evidéncias de que a ativagdio da funcdo
supressora das células T y3 pelos antigenos derivados de micobactérias ¢ mais um
mecanismo pelo qual esses antigenos podem levar a depressdo imunoldgica do
individuo. Fomos capazes de demonstrar que a deplecio in vivo das células T vd
reverte a supressio da resposta proliferativa dos linfocitos, obtida pelo estimulo dos

antigenos micobacterianos.
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Nossos dados estio em concordincia com as observagdes de véarios autores que
apresentam evidéncias sobre o possivel papel supressor das células T y8 em diferentes
modelos experimentais. KAUFMANN et al. (1993) mostraram aumento na ativacio
das células TCR aff apds a deplegio in vive com anticorpo monoclonal anti TCR v,
sugerindo uma importante agio moduladora destas células sobre a atividade dos
linfocitos T aB. FU et al (1994) mostram que as células Tvy8é atuam na

imunomodulacio da inflamagdio, no sentido de prevenir dano excessivo ao figado

durante a resposta imune a Listeria monocytogenes.

CARDILLO e al (1993) mostraram que animais infectados
experimentalmente com Trypanosoma cruzi vao perdendo a fungio supressora das
células T v& com o avanco da idade, sendo esta perda de funcdo associada ao
aparecimento de autoimunidade, sugerindo uma importante participagdo dessas

células no controle da autoimunidade.

McMENAMIN ef al. (1995), em modelo de inalagio de antigenos protéicos,
mostraram que a tolerincia (supressfio da hipersensibilidade imediata) obtida apos a
inalagdo de OVA pode ser transferida para animal recipiente normal através de células
esplénicas T CD8" y3". Uma hipotese importante apontada por este trabalho, é a de
que as células TCR 3 transferem a tolerancia através do recrutamento de outras

células efetoras.

PETERMAN et al. (1993), trabathando no modelo experimental para a artrite

reumatoéide verificaram a participagio das células Yo tanto na protegiio, como na
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indu¢io da doenga, demonstrando uma dupla fungdo para as células ¥5, sendo que o
possivel efeito protetor dependia do estado de ativacdo das células. Os autores
também verificaram um padrdo diferente de migracdo, ou seja, diferentes tipos de

células y& migram para diferentes tecidos.

No modelo da EAE, alguns autores mostraram aumento das células T v8 nos
focos inflamatorios do sistema nervoso central durante os periodos de exacerbagdo
clinica, atribuindo um papel patogénico a essas células (RAJAN et al. 1996). Nossos
dados, mo entanto, apontam para o efeito supressor. Trabalho realizado em nosso
laboratério sobre a participagio das células T TCR yd na evolugio clinica da EAE
mostrou que a deplecio in vivo de linfocitos T TCR ¥3 leva a aumento da severidade
da doenca. A resposta proliferativa de linfocitos estimulados com a MBP, assim
como os niveis de anticorpos dirigidos para este neuro-antigeno, também estavam
elevados ap0s a deplegio in vifro dessa populagio celular, sugerindo importante
fungio supressora destas células no modelo de EAE (DOMENICI, 1997). Em
concordancia com esses dados, KOBAYASHI et al. (1997) mostraram o agravamento
da EAE quando utilizaram o anticorpo monoclonal anti TCR v6 UC7-13D5. Os
autores mostraram que apoés o tratamento com o referido anticorpo, ocorre um
aumento da severidade da doenca com o consequente aumento da produggo de IFN v,

citocina que tem um papel crucial no desenvolvimento da doenga.

Nossos dados mostram que o pré-tratamento dos animais com antigenos
derivados de micobactéria, paralelamente & ativagdo das células T ¥d, levam a

reducdo da severidade da EAE. Nossos resultados concordam com os obtidos por
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outros auatores que evidenciam que a pré-exposi¢do de animais a0 adjuvante completo
ou 2 Mt induz resisténcia ao desenvolvimento da EAE, (HEMPEL et al. 1985).
Posteriormente BEN-NUN et al (1995) mostraram que a pré-exposicio de
camundongos a toxina pertussis e derivado purificado de proteina de M. tuberculosis
protege completamente contra a EAE, atribuindo a responsabilidade de conferir
prote¢io aos componentes bacterianos. O mesmo grupo de autores, demostrou que
camundongos inoculados com um fragmento de 12 kDa, derivados da molécula de
PPD, desenvolvia resisténcia a EAE. Os autores discutem também que este fragmento
ndo apresenta caracteristica em comum com O epitopo encefalitogénico da molécula

de MBP, afastando a possibilidade de indugdo de tolerancia.

O fato de a transferéncia adotiva das células T 5 levar a reducéio da severidade
da EAE, reforca nossa idéia sobre a fungdo supressora dessas células. DOMENICI
(1997) mostrou previamente que a deplecio de células T vo levava diminui¢io dos
niveis de TGF B. SUZUK! et al. (1995) estudando os linfocitos intraepiteliais TCR
¥& da mucosa uterina, sugere que estas células desempenham uma fungdo fisiologica
a0 inves de defensiva durante a gravidez. Ao evidenciar que os TEL T y& da mucosa
uterina, durante a gravidez alogeneica, suprimem in vitro a Ttesposta de células
estimuladas por antigenos paternos, o autor mostra que tais células T v8 tém um papel
fundamental na manuten¢do da gravidez, no sentido de suprimir a resposta imune

materno anti-feto, devido principalmente a produgio de TGF B.

Como foi mencionado, antigenos micobacterianos, podem auxiliar na indugdo

da EAE e quando utilizados como pré-tratamento, podem reduzir a severidade da
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doenca (BEN-NUN ef al 1993). Para que esses antigenos possam modular a
severidade da doenca é importante que o periodo de pré-administragdo seja respeitado,
uma vez que apresentamos dados mostrando que durante esse tempo as células T o

proliferam sob a agfo dos antigenos e sua fungio supressora € ativada.

E possivel que o peptideo de PPD (180-196) seja a unidade responsavel pela
ligagio com os receptores Y5 e ativem, dessa forma, a produgdo de citocinas anti-
inflamatérias. Determinados peptideos tém a capacidade de se ligar aos receptores e
estimular preferencialmente a liberagfo de citocinas anti-inflamatérias. MILLER ef al.
(1993) mostraram que a administragio oral do epitopo ndo encefalitogénico da
molécula de MBP (21-40) levava a significativa redugdo da severidade da doenga. Os
autores mostraram que esse epitopo estimulava preferencialmente a produgio de TGY¥

B, enquanto o epitopo encefalitogénico (71-90) ndo tinha essa propriedade.

Concluindo, nossos dados mostram que as células T ¥, quando ativadas pelos
antigenos micobacterianos ou quando transferidos adotivamente, em maior
quantidade, podem exercer fungdo supressora sobre as células autorreativas,
reduzindo, dessa forma, a severidade da EAE. Néo temos a informag¢do no momento,
dos mecanismos utilizados por essas células, ou subpopulagdes de v3, para resultar em
supressio; essa pergunta devera ser respondida em estudos posteriores. No entanto, o
trabalho & relevante, pois sinaliza que a manipulagio de determinadas subpopulagdes
celulares pode interferir no curso das doengas autoimunes, e a somatoria desses
conhecimentos, eventualmente, podera ser aplicada para reduzir os danos das reagdes

autoimunes no homem.
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V1. Conclusoes

Dos resultados obtidos podemos concluir que:

Ratos Lewis que receberam M, PPD e Peptideo de PPD apresentam aumento
da populagio de linfocitos T TCR v, mostrando a forte reatividade desta populagdo

aos antigenos derivados de Mt.

A administragio de Mt, PPD e Peptideo de PPD #n vivo em ratos Lewis levou a
significativa redugo da resposta proliferativa de linfocitos esplénicos estimulados
por Con A, mostrando que a administragio destes antigenos suprime a resposta imune

de animais normais.

A deplecio da populagio das células T ¥§ in vivo, reverte a supressao da

resposta blastogénica dos linfocitos.

Os animais pré-tratados com Mt, PPD e peptideo de PPD e os que receberam
transferéneia adotiva de células T y8 apresentaram a EAE menos severa quando
comparada ao grupo controle, refor¢ando a propriedade das células T TCR v8 de

suprimir a resposta imune celular.
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Tabela I Porcentagem de linfocitos T TCR y8 de bago de ratos Lewis (6

animais/grupo) 20 dias apés imunizagdo com Mt. O grupo controle apenas recebeu

IFA.

% de cél. T TCR v6 % de ¢él. T TCR v6
(Normais) (Apos imunizacio com Mt)
0.6 13.6
0.5 148
1.1 16.7
1.1 16.7
0.9 15.4
08 11.7
Média : 0.8 Média : 148

Desvio padrio : 03

Desvio padriao: 1.7

Teste t Student : p = 0.007
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Tabela TI. Porcentagem de linfocitos T TCR y8 de bago de ratos Lewis (6

animajs/grupo) 20 dias apos imunizagdo com PPD. O grupo controle apenas recebeu

IFA.

% de cél. T TCR 6 % de cél. T TCR y3
(Normais) (Apés imunizacio com PPD)
0,5 6,2
0,3 4,6
0,2 3,8
0,4 3,3
0,7 2,8
0,4 2,9
Média : 0,4 Média :3,9

Desvio padrao: 0,2

Desvio padrio: 13

Teste T Student : p< 0,001
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Tabela 1II. Porcentagem de linfécitos T TCR 8 de bago de ratos Lewis (6
animais/grupo) 20 dias apos imunizagio com Peptideo de PPD. O grupo controle

apenas recebeu IFA.

% de cél. T TCR v8 % de cél. T TCR y0
(Normais) (Apés imunizacio com Peptideo de PPD)
0.4 1,70
0,3 1,50
0,3 1,30
0,5 1,20
0,5 1,60
0.4 1.70
Média : 04 Média A
Desvio padrio : 0,1 Desvio padrdo : 0,20

Teste t Student : p <0.001
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Tabela IV. Resposta proliferativa de linfocitos esplénicos de ratos Lewis (6

animais/grupo) estimulados com Con A, 20 dias ap6s imunizagdo com Mt, comparado

com o grupo controle. Os resultados estdo expressos em cpm, representando a média das

triplicatas.
Concentracoes de Con A
N# 5 ug/ml 25 ug/ml 1,25 ug/mi Sem
Experimento estimulo

1 18040 17400 13816 7251

2 2388 11370 16790 1065

3 10437 13740 15200 1217

4 7600 11823 12170 3147

5 4891 6160 4920 220

6 2724 6622 2390 443

Media 7680 11185 10881 2223

Animais Normais

Concentracoes de Con A

N# 5 ug/ml 25ug/mi 125 ug/mli Sem
Experimento estimulo

1 32096 42390 20305 10976

2 6400 13488 14870 1895

3 19272 21513 20157 2916

4 10824 18554 16390 1821

5 15839 18677 19275 935

6 9050 13042 10300 914
Média 15580 21277 16883 3243

Wilcoxon Wilcoxon Wiicoxon

p<0.01 p<0.01 p<0.025
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Tabela V. Resposta proliferativa de linfocitos esplénicos de ratos Lewis (6
animais/grupo) estimulados com Con A, 20 dias ap6s imunizagdo com PPD,
comparado com o grupo controle. Os resultados estio expressos em cpm,

representando a média das triplicatas.

Concentracioes de Con A

N# 5 ug/ml 2.5ug/ml  1.25 ug/ml Sem
Experimento estimulo

1 8629 6551 8987 762

2 25839 31264 13193 1358

3 12914 20281 21347 3386

4 7171 19839 19600 2443

5 38262 46133 36718 6143

6 9051 69325 39743 6457
Média 16978 32232 23265 3425

Animais normais

Concentracoes de Con A

N# 5 ug/ml 285 ug/ml  1.25 ug/mi Sem
Experimento estimulo

1 24674 12180 13853 624

2 34457 42739 38300 2130

3 14504 25878 19611 1806

4 21333 25297 23041 4818

5 58661 72713 55754 5949

6 66460 73395 57395 7040
Média 36682 42034 34659 3728

Wilcoxon Wilcoxon Wilcoxon

p<0.01 p<0.01 p<0.01
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Tabela VI. Resposta proliferativa de linfocitos esplénicos de ratos Lewis (6
animais/grupo) estimulados com Con A, 20 dias apds imunizaciio com Peptideo de
PPD, comparado com o grupo controle. Os resultados estdo expressos em cpm,

representando a média das triplicatas.

Concentracdes de Con A

N# 5 ug/mi 25ug/mt  1.25 ug/ml Sem
E xperimento estimulo

1 10815 27700 18900 1809

2 17770 27480 20480 1532

3 22560 28680 22835 2070

4 23472 41362 32920 2780

5 16320 23210 19100 2223

6 19016 29120 17200 3100
Meédia 18326 29592 21907 2252

Animals normais

Concentracdes de Con A

N# 5 ug/ml 25 ug/ml  1.25 ug/ml Sem
Experimento estimulo

1 13046 28846 23779 2852

2 28767 33231 30520 2240

3 33432 40413 36671 3189

4 32620 56418 40320 3480

5 26230 38480 20600 3100

6 25480 40900 23410 4900
Meédia 26596 39715 29217 3294

Wilcoxon Wilcoxon Wilcoxon

p<0.01 p<0.01 p<0.01
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Tabela VII. Efeito da deplecio de linfocitos T TCR v in vivo, sobre a resposta
proliferativa de linfocitos de ratos Lewis, em resposta 2 Con A. Os animais foram
depletados e tratados in vivo com Mt (DIMt) apenas tratados com Mt (IMt) e animais

normais { grupo controle)

N# de animais DIMt Mt Controle
1 42154 18452 37964
2 38735 16350 24830
3 46238 22476 39588
4 37864 16743 25896
Meédia 41248 18505 32069

Tabela VIIL Efeito da deplegio de linfocitos T TCR ¥d in vivo, sobre a resposta
proliferativa de linfocitos de ratos Lewis, em resposta &4 Con A. Os animais foram
depletados e tratados in vivo com PPD, apenas tratados com PPD e animais normais

(grupo controle).

N# de animais DIPPD IPPD Controle
1 41182 18356 35628
2 44529 23318 30449
3 45014 20068 35628
4 39294 23566 28820
Méedia 42505 21552 32631

Tabela IX. Efeito da deplegdo de linfocitos T TCR y& in vivo, sobre a resposta
proliferativa de linfocitos de ratos Lewis, em resposta & Con A. Os animais foram
depletados e tratados in vive com P-PPD, apenas tratados com P-PPD e animais

normais (grupo controle).

N# de animais DIP-PPD P-PPD Controle
i 40600 17480 36970
2 43620 22220 27448
3 46238 21300 35120
4 38120 19430 26630
Meédia 42144 20107 31542
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posteriormente imunizados com GP-MBP/CFA .
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Evolugdio clinica da EAE de ratos Lewis pré-tratados com Mt

Pré-tratados com Mt

Animais
N° dias I a 1l v v S.CM
1 §] ] 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 4] 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 O
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 ] 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
Imunizados com GP-MBP/CFA
Dias apOs
Imunizagio I I 111 v \' S.CM.

12 0 0 0 0 0 1]
13 0 0 0 0 0 0
14 0,5 0 0 0 0,5 0,2
14 1 0 8] 0 0.5 0,3
16 1,5 0,5 1 1.5 0,5 1
17 2 2 2 2 0 1,6
18 2 3 3 3 0 22
19 2 3 4 1,5 0 2,1
20 1 3 3 1 0 1,6
21 0,5 2 I 1 i 1.1
22 0 1 0 1 1 0.6
23 0 1 0 0,5 i 0.5
24 0 1 0 0 1 0,4
25 0 0 0 0 0,5 0,1
26 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
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Tabela XI. Evolugdo clinica da EAE de ratos Lewis pré-tratados com PPD e

posteriormente imunizados com GP-MBP/CFA.

Pré-tratados com PPD

Animais

N° dias 1 I 11 v V S.CM.
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 O 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 G 4] 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0

Imunizados com GP-MBP/CFA

Dias apos

Imunizagio I il il v \' S.CM.
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
16 O 0 1 1 1 0.6
17 1 0 2 2 2 1,4
18 2 2 2 2 2 2
19 2 2 2 2 2 2
20 1 1 1 1 2 1,2
21 1 1 1 1 1 |
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 8] 0
27 0 0 0 0 0 0
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Tabela XII Evolugdo clinica da EAE de ratos Lewis pré-tratados com Peptideo de

PPD e posteriormente imunizados com GP-MBP/CFA.

Pré-tratados com Peptideo de PPD

Animais
N° dias 1 I 11 v A\ S.CM.
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 4] 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 O
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
Imunizados com GP-MBP/CFA
Dias apOs
Imunizacio 1 i Il v \' S.CM
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
16 0 0 1 0 1 0,4
17 0 0 1 1 1 0,6
18 1 2 2 2 2 1,8
19 1 2 2 2 2 1,8
20 0 1 1 1 1 0.8
21 0 0 1 1 1 0,6
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
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TABEI_A XIII Evolucgio clinica da EAE de ratos Lewis pré-tratados com IFA e

posteriormente tratados com GP-MBP/CFA..

Pré-tratados com IFA

Amimais

N° dias 1 I HI v Vv S.CM.
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 ]
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0

Imunizados com GP-MBP/CFA

Dias apos

Imunizac@o 1 i f1H v v S.CM.
12 0 4] 0 0 0 0
13 0,5 1 0,5 0 1 0,6
14 1 1 1 1 1 1
15 2 1 2 1 2 1.6
16 2 2 2 2 2 2
17 2 2 2 2 2 2
18 2 3 2 3 3 2,6
19 3 3 2 4 4 3,2
20 3 4 3 4 4 3,6
21 4 4 3 4 4 3.8
22 4 3 3 3,5 3 3.3
23 3 3 2 2 3 2,6
24 2 2 1 2 1 1,6
25 2 1 0 i 0 0,8
26 1 1 0 0 0 0.4
27 0 1 0 0 0 02
28 0 0 0 0 0 0
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TABEI.A XIV. Evolugio clinica da EAE de ratos Lewis imunizados com GP-

MBP/CFA, sem tratamento prévio.

Imunizados com GP-MBP/CFA

Dias apOs Animais

Imunizacgéo 1 Ii 11} v S.CM.
12 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 i
14 1 2 2 2 1,8
15 2 2 2 2 2
16 2 2 2 2 2
17 3 3 3 3 3
18 3 3 4 3 3.4
19 4 4 4 4 4
20 4 4 4 4 4
21 4 4 4 4 4
22 3 3 3 2 2,8
23 3 2 2 1 22
24 2 1 1 1 1,4
25 1,5 0 1 0 0,7
26 1 0 0 0 0,4
27 1 0 0 0 0,2
28 0 0 0 0 0
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Tabela XV. Evoluggo clinica da EAE de ratos Lewis que receberam adotivamente os

linfécitos TCR yo.
Transferéncia adotiva de células
Imunizados com GP-MBP/CFA
Dias apos Animais
imunizagio I I oI S.CM.
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
12 1 i 1 1
13 1 2 2 1,6
14 2 1 2 1,6
15 2 1 2 1,6
16 1 0 1 0,6
17 0 0 1 0,3
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
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Tabela XVI. Evolugiio clinica da EAE de ratos Lewis que nfo receberam

transferéncia adotiva de células T TCR vé.

Imunizados com GP-MBP/CFA

Dias apos Animais

Imunizagéo 1 11 J1H S.CM.
10 1 i 0 0,6
11 I 1 1 1
12 2 2 2 2
i3 3 3 3 3
14 3 3 4 3,3
15 3 3 4 3,3
16 3 3 3 3
17 3 3 3 3
18 2 3 2 23
19 2 2 2 2
20 2 2 2 2
21 2 2 2 2
22 2 i 1 1,3
23 1 1 1 1
24 1 1 1 1
25 1 0 1 0.6
26 0 0 0 0
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Figura 5a. Porcentagem de células T y8 de células esplénicas de rato Lewis obtida por

citometria de fluxo: 5,2% de células yd correspondem aos animais que foram

tratados in vivo com PBS e 0,7% destas células correspondem aos animais que

foram depletados das células yd (tratados com o anticorpo moncclonal)
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Figura 10. Porcentagem de células T vd da mucosa intestinal de ratos Lewis.
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