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RESUMO

CARVALHO, Gabriel Domingos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2008. Estudo “in vitro” da apoptose induzida em
linféocitos de camundongos BALB/c imunizados com o peptideo
sintético anti-carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(SBm7462) por via oral e nasal. Orientadora: Marlene Isabel Vargas
Viléria. Co-Orientadores: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Laércio
dos Anjos Benjamim.

Com o objetivo avaliar a resposta imune de camundongos BALB/c
imunizados por via oral e nasal com o peptideo sintético anti-carrapato R.
(B.) microplus SBm7462 e estudar a indugdo da AICD dos linfocitos T de
memoria dos animais imunizados, utilizou-se 80 camundongos BALBI/c,
divididos em quatro grupos experimentais com 20 animais cada (grupo I:
imunizagao por via oral; grupo Il: imunizagao por via nasal; grupo Ill: animais
nao imunizados; e um grupo de animais doadores de macrofagos
peritoneais). Foram feitas duas imunizagdes, com intervalo de 21 dias. Aos
nove e 15 dias apds a primeira e segunda imunizagao realizou-se as coletas,
separadamente para cada grupo, e os linfécitos T isolados foram cultivados
em estufa, 5% de CO; a 37°C, por 10 dias na presenga de 1ug de SBm7462
e APCs. Posteriormente, adicionou-se os diferentes agentes indutores
(mitramicina e CHX) ou inibidores (DBR e CsA) de apoptose, subdivididos
em tratamentos distintos. Apds o periodo de incubagao especifico para cada
um dos tratamentos, determinou-se a porcentagem de viabilidade celular
pela exclusdo pelo Azul de Tripan e a porcentagem de células apoptéticas
pela coloragdo com Laranja de Acridina e pela técnica de TUNEL. A
natureza especifica dos linfocitos T foi confirmada pelo aumento no numero
de células apods re-estimulacdo “in vitro” com SBm7462, os quais se
comportaram como linfocitos T de memdria. Ocorreu indugao da AICD por
inibicdo da expressao do c-myc e por aumento da expressao de Fas e a
AICD induzida pelo peptideo sintético SBm7462 foi mediada por uma via
independente da calcineurina e da cinética de regulacao do FasL. As vias de
mucosa, oral e nasal, podem ser consideradas vias alternativas para a
imunizagdo com o peptideo sintético SBm7462, porém requerem um maior
numero de doses para induzir uma resposta com altos niveis de

imunoglobulinas.
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ABSTRACT

CARVALHO, Gabriel Domingos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February of 2008. “In vitro” study of apoptosis induced in
lymphocytes of BALB/c mice immunizated with synthetic peptide
anti-tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SBm7462) via oral
and nasal. Adviser: Marlene Isabel Vargas Viléria. Co-Advisers: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo and Laércio dos Anjos Benjamim.

To evaluate the immune response of BALB/c mice immunized with the
synthetic peptide anti-tick R. (B.) microplus SBm7462 by oral and nasal
routes and to study the induction of AICD in memory T cells were used 80
BALB/c mice, divided in four experimental groups with 20 animals each
(group I: oral immunization; group IlI: nasal immunization; group Ill: animals
not immunized; and a group with animals givers of peritoneal macrophages.
Two immunizations had been made with an interval of 21 days. At nine and
15 days after the first and the second immunization the collects were
realized, separately for each group, and the T cells isolated had been
cultivated with 5% CO, at 37°C, per 10 days in the presence of 1ug of
SBm7462 and APCs. Later, the different agents, inductive (mithramycin and
cycloheximide) or inhibiting (benzamide riboside and cyclosporin A) of
apoptosis had been added, subdivided in distinct treatments. After the
specific incubation period for each one of the treatments, it had been
determined the percentage of cellular viability by the exclusion for Tripan
Blue and the percentage of apoptotic cells with the dye Acridine Orange and
by TUNEL technique. The specific nature of the T cells was confirmed by the
increase in the number of cells after re-stimulation in vitro with SBm7462,
which had held as memory T cells. The induction of AICD occurred by the
inhibition of the expression of c-myc and by the increase of the expression of
Fas and the induced AICD for the synthetic peptide SBm7462 was mediated
by an independent way of the calcineurina and the kinetic of regulation of
FasL. The mucosa routes, oral and nasal, can be considered alternative
ways for the immunization with the synthetic peptide SBm7462 however they
require a bigger number of doses to induce a response with high levels of

immunoglobulins.
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1. INTRODUCAO

O processo de vacinagao € o método que apresenta a melhor
relagdo custo-beneficio para prevenir perdas econbémicas e aumentar a
qualidade de vida dos animais domésticos (AUCOUTURIER et al., 2001).
No ambito da Medicina Veterinaria, muitos imundégenos ainda s&o
produzidos utilizando-se tecnologia convencional, tais como vacinas
atenuadas. Porém, com o desenvolvimento de pesquisas que aplicam
ferramentas de biotecnologia, as mesmas estdo sendo usadas no
desenvolvimento de vacinas. Essas vacinas “modernas” ndo s&o
utilizadas apenas para o controle de doencgas infecciosas, mas também
para aumentar a produtividade do rebanho e o controle de ectoparasitos
(BABIUK, 2002).

A demanda por vacinas parasitarias em saude animal & crescente,
e empresas remetem lucros acima de trés bilhdes de ddélares somente
nesse setor (DALTON & MULCAHY, 2001). O avango das técnicas de
biologia molecular providencia ferramentas para compreender muitas
questdes biologicas, sendo esses meétodos aplicados em varias linhas de
pesquisa na area de parasitologia veterinaria (SANGSTER et al., 2001). O

sucesso na prevengao e controle de doencgas parasitarias advém do



melhor conhecimento das interagbes hospedeiro-parasita e também de
estudos nas areas da genémica, protebmica e bioinformatica, além dos
avangos nas areas da engenharia genética (PRICHARD & TAIT, 2001).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI,
1887) representa o principal ectoparasito de bovinos nas regides tropicais
e subtropicais, e 0 seu controle repousa principalmente na utilizagcdo de
farmacos carrapaticidas, os quais propiciam a selecdao de populagdes
resistentes (SANGSTER, 2001; TAYLOR, 2001). A dependéncia exclusiva
de compostos quimicos para o controle desse parasita tem-se tornado
uma das principais preocupagdes técnico-cientificas e econbmicas da
atualidade. Com isso, preceb-se a necessidade de se desenvolver
vacinas capazes de induzir a imunidade do hospedeiro contra o parasita.

O Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV) vem desenvolvendo pesquisas visando o
constante aprimoramento da vacina sintética anti-carrapato R. (B.)
microplus (SBm7462), de comprovada eficiéncia, a qual ja foi patenteada
no Brasil, USA, México, Australia e Unido Européia. Os imundgenos
sintéticos sdo desenhados para estimular uma resposta imune
apropriada, incluindo epitopos de células B e T relevantes e excluindo
aquelas regides da proteina que poderiam atuar estimulando a atividade
de mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes. PATARROYO et
al. (2002) demonstraram a eficacia de vacinas sintéticas na indugao de
uma forte atividade estimuladora das células linféides por meio dos
peptideos sintéticos.

A memdria imunoldgica é carreada por linfocitos T e B, e durante o
contato primario com o antigeno, a maioria dessas células sao
selecionadas para morrerem por apoptose e apenas poucas Sao
selecionadas para gerar células de memadria, com uma alta afinidade pelo
antigeno (SPRENT, 1997). Essas células sdo marcadas por moléculas de
adesao (marcadores de superficies celulares) que interagem com fatores

inibidores das fungdes pro-apoptodticas (CORY, 1995). O uso de modelos



animais apropriados para imunizagdes tem mostrado claramente que ha
um delicado equilibrio nas subpopulacdes de células T ativadas, o que
influencia o resultado da vacinacio, além de outros fatores como perfil de
citocinas produzidas e morte celular por ativagao (AICD).

A AICD de linfécitos T higidos quando induzida por peptideos
sintéticos tem sido pouco estudada, razdo pela qual ainda ha muitas
questdes sobre a expressao e regulagdo dos mecanismos apoptoticos em
estudos com esses tipos celulares. Assim, o uso de agentes indutores ou
inibidores de apoptose, na presenca do peptideo sintético SBm7462,
resultara em proliferacdo ou maior vulnerabilidade a morte celular como
resposta a esses estimulos (SANCHEZ, 2004).

Atualmente, uma das principais metas no desenvolvimento de
vacinas é a inducdo de uma forte resposta imune protetora contra
antigenos inoculados por via das superficies mucosas (KREMER et al.,
1998). A vacinagao via mucosa consiste na administragcdo de antigenos
nestas superficies, para induzir ndo s6é uma resposta imune local como
também uma resposta imune sistémica (AIZPURUA & RUSSELL-JONES,
1988). A imunizagdo via mucosas € um método ndo invasivo que induz
tanto uma resposta imune sistémica como local (AIZPURUA & RUSSELL-
JONES, 1988; BERGQUIST et al., 1997; KOGA et al., 2000), podendo ser
uma via uma alternativa viavel para administracdo de vacinas sintéticas.

Este trabalho teve como objetivo foi avaliar a resposta imune a
vacina sintética anti-carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
SBm7462, administrada pelas vias de mucosa, oral e nasal, e estudar a
inducdo da AICD dos linfocitos T de memoadria dos animais imunizados,
utilizando-se agentes indutores (mitramicina e cicloheximide) e inibidores

(benzamida ribosido e ciclosporina A) de apoptose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Dentre as 869 espécies de carrapatos conhecidas no mundo, o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) representa o
principal ectoparasito de bovinos nas regides tropicais e subtropicais.
Estudos recentes utilizando metodologias taxondmicas moleculares,
demonstraram a proximidade filogenética do género Boophilus com o
Rhipicephalus, propondo-se entdo uma nova classificacdo para a espécie,
que mudaria de Boophilus microplus para Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (MURREL et al., 2000; MURREL et al, 2001; BEATI &
KEIRANS, 2001).

Ao longo dos séculos, o R. (B.) microplus se difundiu pelas regides
neotropicais juntamente com as migragdes de pessoas e suas criagdes de
animais. Importantes divergéncias genéticas e adaptativas da espécie,
distribuidas entre os diferentes continentes, envolvem “plasticidade
ecologica” das populagbes de carrapatos, onde as mudangas globais
afetam os parasitas e a forma de manejo e controle dos mesmos
(SUTHERST, 2001; ESTRADA-PENA et al., 2006). Na América Latina, o



R. (B.) microplus encontra-se amplamente distribuido pelo Brasil, norte da
Argentina, Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Coldbmbia e Venezuela. No
Brasil, destacam-se as regides Centro-Oeste e Sudeste, locais com
intensa atividade pecuaria e que, além do hospedeiro, possuem
condicdes ideais de temperatura e umidade para o desenvolvimento do
parasita (ESTRADA-PENA, 1999; ESTRADA-PENA et al., 2006).

O carrapato R. (B.) microplus acarreta severos prejuizos, diretos e
indiretos, na producido animal. Os primeiros estdo relacionados com a
perda de peso, baixa conversao alimentar, perdas na qualidade do couro,
toxinas liberadas no hospedeiro, lesdes de pele, entre outros. JONSSON
(2006) calculou que cada fémea ingurgitada de R. (B.) microplus é
responsavel por uma redugado de aproximadamente 1,37g de peso dos
bovinos, além de causar anemia, supressao do apetite e alteragdo no
metabolismo dos animais infestados. As perdas indiretas estdo
relacionadas com a transmissao de hematozoarios, como as espécies dos
géneros Babesia e Anaplasma (PATARROYO, 1994; SANTOS et al.,
1998; RUIZ et al., 2005; OLIVEIRA-SIQUEIRA et al., 2005). Estudos
demonstram que os carrapatos provocam efeitos imunossupressores no
hospedeiro, o que pode facilitar a transmiss&o ou a gravidade nos casos
de babesioses e anaplasmoses (KASHINO et al, 2005; JONSSON,
2006).

Os prejuizos causados pela infestagao de carrapatos e as doencgas
transmitidas por eles, segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization), ultrapassam sete bilhdes de ddlares anuais no mundo.
Somente no Brasil, estudos realizados por GRISI et al. (2002) apontaram
prejuizos superiores a dois bilhdes de ddlares anuais.

O controle de carrapatos repousa principalmente na utilizagcdo de
drogas carrapaticidas que séo responsaveis pela selecdo de populagdes
resistentes (SANGSTER, 2001; TAYLOR, 2001). Outro problema com o
uso de acaricidas é a contaminagdo com residuos na carne, leite e

derivados e no meio-ambiente. Tudo isso aponta para a necessidade de



pesquisas de métodos alternativos, seguros e eficientes de controle, os

quais possam atuar de modo integrado (WILLADSEN, 2006).

2.2. Vacinas contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O processo de vacinagao representa uma medida preventiva que
oferece vantagens sobre os métodos convencionais de controle quimico.
Este processo representa uma acao sustentavel, livre de residuos, mais
especifica e com menores problemas de resisténcia quando comparado
aos farmacos utilizados comumente, além da seguranga oferecida
(WILLADSEN (2004).

Pesquisas e avancgos cientificos na area de imunologia favorecem
cada vez mais a compreensdo sobre a biologia de parasitas. O uso de
modernas ferramentas como a biologia molecular e a produgdo em alta
escala permitem que as vacinas parasitarias sejam uma realidade. A
vacinagao contra carrapatos apresenta maior sucesso do que contra
qualquer outro ectoparasita, provavelmente porque eles se alimentam de
forma mais lenta do que outros insetos, ficando mais tempo em contato
com o sistema imune do hospedeiro, ou talvez pela forma de digestdo que
eles utilizam (DALTON & MULCAHY, 2001).

Ha mais de 70 anos utiliza-se uma variedade de materiais
antigénicos como forma de vacinagdo contra carrapato, incluindo
macerados de todo o carrapato, extratos das glandulas salivares, material
intestinal, cuticulas, entre outros (WILLADSEN, 2004). Porém, os
melhores resultados no processo de vacinagao contra carrapatos ocorrem
normalmente quando se usa antigenos que n&o estdo expostos durante o
processo de alimentacdo do parasita, sendo esses denominados
antigenos ocultos ou concealed antigens (OLIVEIRA, 1998).

WILLADSEN et al. (1989) isolaram uma glicoproteina de 89.000Da
de peso molecular e ponto isoelétrico entre 5.1 e 5.6, localizada na



membrana intestinal de uma amostra de R. (B.) microplus australiana
(Yeerongpilly) e denominaram essa proteina de Bm86. Vacinas contendo
a Bm86 atuam através de anticorpos anti-Bm86, com o possivel
envolvimento do complemento e outros mecanismos efetores (DE LA
FUENTE et al, 1998; GARCIA-GARCIA et al., 1998). O efeito da
vacinagdo € a lise das células intestinais, resultando na reducédo do
numero de carrapatos que conseguem completar o seu ciclo de vida,
além da menor fertilidade dos carrapatos sobreviventes (RODRIGUEZ et
al., 1994).

A vacina sintética contra o R. (B.) microplus denominada de
SBm7462 foi desenvolvida a partir de estudos por predicao
computacional, definindo-se as sequéncias que continham determinantes
imunogénicos. O imunégeno possui sequéncias que foram desenhadas
no Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV) e sintetizadas no Instituto de Inmunologia
del Hospital San Juan de Dios, em Bogota, Colémbia (PATARROYO et
al., 2002).

Os imunogenos sintéticos sdao desenhados para estimular uma
resposta imune apropriada, incluindo-se epitopos B e T relevantes, e
excluindo-se aquelas regides da proteina que poderiam atuar estimulando
a atividade de mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes. A
eficacia da vacina sintética SBm7462 ja foi demonstrada pela indugao de
uma forte atividade estimuladora das células linféides por meio de
peptideos sintéticos (PATARROYO et al, 1994). O uso de peptideos
sintéticos como imundgenos tem tido bons resultados, indicando o
sucesso no desenvolvimento de vacinas sintéticas (MILICH, 1989).

Recentemente, estudos de variabilidade genética em R. (B.)
microplus de distintos locais e condigbes geograficas diferentes, de
regides brasileiras e de outros paises sul-americanos, demonstraram que
a sequéncia da vacina sintética SBm7462 manteve-se conservada em
todas as populagdes (SOSSAI et al., 2005, PECONICK, 2008),



concluindo-se que nao ha variabilidade nessas sequéncias, que
pudessem interferir na eficiéncia vacinal, podendo-se considera-lo um
imunégeno universal (PECONICK, 2008).

2.3. Sistema imune de mucosas

No inicio do século XX, Besredka iniciou as primeiras investigagdes
sobre o papel imunoldgico e protetor das mucosas no organismo humano
(ZAMBRANO et al., 1996). Em 1922, foi detectada a presenca de
anticorpos nas fezes de pacientes humanos infectados com Bacillus
dysenteriae antes de seu aparecimento no soro (DAVIES, 1922), sendo
esta uma das primeiras pistas para a identificagcdo do papel protetor das
secregdes organicas das mucosas (MIYAKE et al., 2003). Na década de
60, observou-se a transudacao de proteinas plasmaticas para o lumen do
trato gastrintestinal, identificando-se diversos tipos de gamaglobulinas
presentes na saliva e em outros fluidos biolégicos das secregdes
mucosas (TOMASI, 1962). Em 1980, além da demonstracédo da presenca
da IgA secretdria em diversos sitios, também foi descrito o tecido linfoide
presente nos brénquios e a migracdo de células linféides para outros
sitios no organismo (BIENENSTOCK & BEFUS, 1980).

A importancia do sistema imune de mucosa tem sido estabelecida
devido ao seu reconhecimento como primeira linha de defesa pela qual o
hospedeiro entra em contato com numerosos patdégenos apos a ingestéao
ou inalagdo destes (MCGHEE & KIYONO, 1993; MCGHEE & KIYONO,
1998; BAUCHEREAU & STEINMAN, 1998). O sistema imune de mucosas
esta situado em uma variedade de locais anatdmicos nos quais o
ambiente externo entra em contato com o hospedeiro e tem um papel
complexo para a protecdo deste, envolvendo uma rede de mecanismos
imunoldgicos e nao-imunolégicos (ACHESON & LUCCIOLI, 2004).



O sistema imune de mucosas dos mamiferos consiste de uma rede
integrada de células linféides que atuam juntamente com os fatores da
imunidade inata do hospedeiro para promover a defesa do organismo
(CZERKINSKY et al., 1999). As superficies mucosas apresentam um
grande numero de APCs, especialmente células dendriticas, que sao
responsaveis pela captagdo de antigenos e estimulagdo das células T
(LIU & MACPHERSON, 1991; LIU & MACPHERSON, 1993;
BAUCHEREAU & STEINMAN, 1998). A presenca e a alta frequéncia de
células Tyd no epitélio intestinal € uma caracteristica importantissima para
o sistema imune de mucosa (GOODMAN & LEFRANCOIS, 1988;
BONNEVILLE et al., 1988). Estudos preliminares mostraram que as
células Tyd sdo essenciais para a manutencao das fungdes bioldgicas das
células epiteliais intestinais (KOMANO et al., 1995). Essas células Tyd
desempenham um papel importante na indugéao e regulagao da resposta
de IgA na mucosa (FUJIHASHI et al., 1996). As células B e T apresentam
um papel impar nas superficies mucosas, por induzirem uma resposta
antigeno-anticorpo afim e uma resposta T CD4" nos niveis celular,
molecular e de proteina (KOGA et al., 2000).

2.3.1. Tecido linféide associado a mucosa

O tecido linféide associado a mucosa (Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue - MALT) é definido como um tecido linféide organizado
nas mucosas e que atua apresentando antigenos. As caracteristicas
morfoldgicas que distinguem o MALT dos outros infiltrados linféides ainda
sao discutidas. O MALT tem sido amplamente investigado em animais de
laboratdrio, principalmente nos casos de reagdes alérgicas. Porém, o seu
conhecimento em bovinos, ovinos, caprinos, suinos e equinos ainda é
pequeno. O entendimento das caracteristicas especificas do MALT em

outras espécies animais além dos animais de laboratério, € importante



para a pesquisa comparada, de forma a entender o0s processos
patolégicos e imunologicos nas diferentes espécies, sendo essa uma rota
potencial para a vacinagdo via superficies de mucosa (LIEBLER-
TENORIO & PABST, 2006).

Estudos envolvendo tecidos humanos sao limitados a biopsias ou
resseccao de material. Entretanto, dados obtidos em animais de
laboratério tém sido extrapolados para humanos, apesar dos
camundongos, ratos e coelhos diferirem tanto dos humanos como de
outras espécies, como os animais de produgado, no que diz respeito ao
seu desenvolvimento, tempo de vida, ambiente (germ free), nutricdo e
fisiologia. A distribuicdo, ocorréncia, morfologia, ontogenia e evolugao do
MALT variam entre as espécies. As diferengas entre as espécies podem
ser determinadas por caracteristicas anatémicas e fisiolégicas distintas,
uma vez que as estruturas do MALT estdo sempre localizadas
estrategicamente em posigdes sentinelas, visando a melhor captagéo de
antigenos (LIEBLER-TENORIO & PABST, 2006).

O conhecimento sobre o MALT em animais de producdo é
importante pelas seguintes razdes: reconhecimento de estruturas normais
para o seu entendimento fisiolégico (LIEBLER-TENORIO & PABST,
2006); localizagédo do MALT para sua implicagdo em testes diagnosticos
(THURING et al., 2005); distingdo do MALT normal de casos de hiper-
reatividade ou atividade alterada (ANDERSON et al., 1986; LIEBLER et
al., 1995; GREEN et al., 1997); entendimento da patogénese e das
interacbes hospedeiro/parasita (SCHUH et al., 1992; RODRIGUEZ et al.,
2000; RODRIGUEZ et al., 2001; SARRADELL et al., 2003); determinagao
da inducao de sitios para a aplicagao de vacinas (SCHUH & OLIPHANT,
1992; ASTI et al., 2000; KUMAR & TIMONEY, 2001) e investigagédo as
estruturas do MALT e suas fungcbes sob os aspectos comparativos
(GRIEBEL & HEIN, 1996).

O MALT ¢é o sitio inicial de indugado da imunidade de mucosa, onde

os antigenos sao capturados e apresentados a linfocitos T e B, naive ou
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ja estimulados. As estruturas do MALT tém origem no trafico de linfécitos
para os sitios efetores na mucosa. O MALT contém vasos linfaticos que
transportam as células do sistema imune e os antigenos para os
linfonodos regionais, os quais podem ser chamados de sitios de indugao
e potencializagdo da resposta imune de mucosa (BRANDTZAEG &
PABST, 2004). A compartimentalizagdo do sistema imune de mucosa tem
sido sugerida, uma vez que vacinagdes pelas rotas oral, nasal e retal
induzem uma forte resposta imune, tanto nos sitios proximos ao sitio de
indugdo, como também em sitios mais distantes (HOPKINS et al., 1995;
QUIDING-JARBRIN et al., 1995).

As trés principais fun¢gdes do MALT s&o: proteger as membranas
mucosas da colonizagdo e invasdao por patdégenos; captar antigenos
exogenos, e desenvolver resposta imune contra os antigenos
(CZERKINSKY et al., 1999).

2.3.1.1. Caracteristicas do MALT

BRANDTZAEG & PABST (2004) afirmam que somente os tecidos
linféides presentes na mucosa que atendem a certos critérios
morfolégicos e funcionais devem ser chamados de MALT. As
caracteristicas estruturais do MALT as seguintes:

a) tecido linféide localizado em contato intimo com a superficie mucosa;
b) presenga de tecido linféide organizado e estruturado: linfonodos e
areas interfoliculares com células T-dependentes; foliculos linfoides
(primarios e com centros germinativos) predominantemente formados por
linfécitos B, envolvidos por uma rede de células dendriticas foliculares
(FDC), e em menor numero linfocitos T CD4" e macréfagos; areas
interfoliculares contendo predominantemente linfocitos T CD4" e CD8™;

c) o MALT pode ocorrer de forma isolada, como nddulos linféides

isolados (ILF), ou em grandes agregados de muitos nddulos linfoides;
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d) o epitélio que reveste o MALT é formado na maior parte por infiltrado
de linfécitos, denominado linfoepitélio (LE). O LE pode conter células
morfologicamente distintas, especializadas na capitagdo de antigenos.
Essas células sdo chamadas de células M. “M” é a abreviagao de célula
“‘membranosa’ (“membranous” cell), pois o citoplasma apical dessas
células é recoberto por uma fina membrana com a superficie disposta em
microvilosidades;

e) a captacao de antigenos ocorre através do LE, por meio das células M
ou pelas células dendriticas. REY et al. (2004) enfatizam que as células
M, por meio de seu transporte seletivo, sdo tidas como sitio primario pelo
qual o antigeno é apresentado subsequentemente ao sistema imune.
BANCHEREAU & STEINMAN (1998) referem-se as células dendriticas
que estao distribuidas ao longo das mucosas como capazes de capturar e
processar antigenos, carreando-os para os nédulos linfaticos proximais;

f) alguns componentes do MALT estdo presentes constitutivamente em
sitios definidos na mucosa (como as tonsilas), outros estdo presentes
constitutivamente em locais variados (como as placas de Peyer no
jejuno), enquanto que outros séo induzidos pela exposi¢cao aos antigenos
(como o BALT e o ILF);

g) a recirculagéo de linfécitos entre o MALT ocorre através das vénulas
endoteliais altas (high endothelial venules - HEV) nas areas
interfoliculares. Receptores distintos no HEV regulam a migracao tecido-
especifico de linfocitos.

Essas caracteristicas morfolégicas ajudam a distinguir as
estruturas do MALT de focos de infiltrados linfocitéarios na mucosa, os
quais nao tém uma organizacdo compartimentalizada e constituem-se
predominantemente de linfécitos T, além de ndo apresentarem contato
direto com o epitélio e com os antigenos da luz intestinal. Infiltrados focais
podem ser induzidos por infeccbes, sendo necessario uma analise
cuidadosa pra distinguir entre ILF e infiltrado inflamatério (LIEBLER-
TENORIO & PABST, 2006).

12



De acordo com as localizagbes anatébmicas, as estruturas do MALT
podem ser subdivididas em (BRANDTZAEG & PABST, 2004):
« tecido linféide associado a conjuntiva (conjunctiva-associated lymphoid
tissue - CALT);
» tecido linféide associado ao canal lacrimal (lacrimal drainage-associated
lymphoid tissue - LADLT);
+ tecido linféide associado as glandulas salivares (salivary gland-
associated lymphoid tissue/duct-associated lymphoid tissue - SALT/
DALT);
« tecido linféide associado as narinas/nasofaringe (nose or nasopharynx-
associated lymphoid tissue - NALT);
« tecidos linféides do anel de Waldeyer;
» tecido linféide associado a laringe e traquéia (larynx and trachea-
associated lymphoid tissue - LTALT);
« tecido linféide associado aos brénquios (bronchus-associated lymphoid
tissue — BALT);
* tecido linfoide associado @ mucosa gastrica (gastric mucosa-associated
lymphoid tissue - Gastric MALT);
+ tecido linféide associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue -
GALT).

2.3.1.2. Tecido linféide associado a conjuntiva

O CALT tem sido investigado em estudos comparativos entre
bovinos, ovinos e suinos. Nessas espécies, o CALT é formado por um
numero variado de ILF que estdo predominantemente localizados ao
longo da superficie da palpebra e da conjuntiva. O CALT tem sido descrito
também em humanos, mas ndo em ratos e camundongos. Foliculos
linféides primarios e secundarios sao encontrados nos nédulos linféides

do CALT, com grande numero de foliculos linféides. Os nddulos linféides
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sdo recobertos por areas de LE, mas morfologicamente distintas das
células M (CHODOSH et al., 1998).

O CALT pode ser incluido como um sitio para aplicagdo de vacinas
(SANCHIS et al.,, 1995). Em ovinos, o CALT tem sido utilizado para o
diagndstico de scrapie, uma vez que € um local onde o tecido linféide
periférico pode ser facilmente coletado dos animais vivos, sem nenhum
comprometimento clinico. Comparando-se amostras de tecidos da terceira
palpebra, tonsilas e linfonodos mandibulares, demonstrou-se que ha um
alto aproveitamento de foliculos linféides em bidpsias de terceira palpebra
(THURING et al., 2005).

2.3.1.3. Tecido linfoide associado as narinas/nasofaringe

O NALT esta bem descrito e caracterizado em pequenos animais
de laboratério (SMALL et al., 1985; SPIT et al., 1989; WU et al., 1997,
KRAAL, 2004). Em animais de produg¢ao, nenhum agregado compativel
ao NALT foi encontrado; porém, ILF tém sido descritos em equinos e
ovinos (MAIR et al., 1987; MAIR et al., 1988; STANLEY et al., 2001).

O NALT esta presente em agregados linféides pareados no
assoalho da cavidade nasal, proximo a entrada da faringe (KRAAL, 2004).
ILF aparentemente estdo presentes na mucosa nasal de algumas
espécies de animais de produgdo, mas ainda nao foram bem
investigados. Uma razdo pratica para isso pode se dar pelo fato de que a
mucosa nasal é dificil de ser dissecada da cavidade nasal e as
preparagcbes  histolégicas  envolvidas incluem  processos de
descalcificacdo que podem inibir as caracteristicas imunohistoquimicas
das células linféides ali presentes (MAIR et al., 1988; STANLEY et al.,
2001). A quantidade de tecido linféide na cavidade nasal € menor do que
nos tecidos linféides do anel de Waldeyer (MAIR et al., 1988).
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O NALT apresenta foliculos linféides marcados por um infiltrado
intraepitelial de linfécitos. As areas foliculares sao organizadas em células
B e as areas intrafoliculares (células T). O NALT de roedores contém uma
grande quantidade de células dendriticas. Os foliculos linfoides sao
cobertos por um epitélio ciliado contendo poucas células caliciformes e
numerosas ceélulas M. As células M do NALT parecem ser idénticas as
das placas de Peyer e estdo relacionadas a fung¢des imunologicas
similares, como captacao de antigenos (SMINIA & KRAAL., 1999).

2.3.1.4. Tecidos linfoides do anel de Waldeyer

Ao contrario dos roedores de laboratério, os tecidos linféides do
anel de Waldeyer sdo bem desenvolvidos em animais de produgdo e em
humanos. Entretanto, o interesse esta centrado mais no NALT (KRAAL,
2004). Os tecidos linféides do anel de Waldeyer encontram-se nas
passagens da cavidade nasal e oral para a faringe. Eles sdo formados por
grandes agregados de nodulos linféides denominados tonsilas, que
ocorrem constitutivamente em locais anatdbmicos distintos na faringe de
cada espécie animal, e os ILF podem variar em numero. Na regido da
orofanrige estdo presentes as tonsilas lingual, palatina e tonsila do palato
mole, e na regiao da nasofaringe estdo presentes as tonsilas faringeal e
tubal. As tonsilas s&o importantes como sitio de indugdo de imunidade
nas mucosas (HORTER et al., 2003) elas s&o a primeira linha de defesa
conta antigenos, tanto respiratérios como intestinais (PABST & BINNS,
1986).

As tonsilas possuem estrutura interna morfologicamente similar as
placas de Peyer, com foliculos, células M e HEV (PABST & BINNS, 1986).
O epitélio das tonsilas contém um numero significativo de células
dendriticas, células M, células B de memoria e células B e T dispersas.

Diferentemente das placas de Peyer, as tonsilas exibem uma
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diferenciagao in situ consideravel para plasmécitos (BERNSTEIN et al.,
1999).

As tonsilas sdo tecidos altamente importantes para estudos de
diagndstico de doencgas infecciosas (LIEBLER-TENORIO & PABST,
2006). As tonsilas faringeal e tubal sdo as mais importantes para
vacinagbes nasais, devido algumas caracteristicas como a relativa
acessibilidade e a alta permeabilidade delas, além das condigdes do
microambiente, como pH levemente acido, baixos niveis de atividade
enzimatica e sem interferéncia da digestdo ruminal (STANLEY et al.,
2001).

2.3.1.5. Tecido linfoide associado a laringe e traquéia

O tecido linféide associado a laringe tem sido descrito na epiglote e
no vestibulo laringeal de bovinos, ovinos, suinos e equinos (SCHUMMER
& NICKEL, 1978). Unidades criptolinfaticas (CLU) foram encontradas na
epiglote de suinos e ovinos nas forma de tonsila paraepiglética.
Acumulados de ndédulos linféides encontrados no processo vocal de
bovinos sdo denominados de tonsila glética (MAIR et al., 1988).

Na traquéia, noédulos linféides tém sido descritos somente em
equinos, e eles ocorrem em equinos acima de dois anos de idade.
Noédulos linfoides na faringe e laringe de equinos apresentam uma
organizagao tipica do MALT; porém, infiltrados de tecido linféide nao

organizado também podem ocorrer (MAIR et al., 1987).

2.3.1.6. Tecido linfoide associado aos brénquios

O ftrato respiratorio € a segunda maior superficie mucosa dos

mamiferos, ficando atras somente do trato gastrintestinal (PABST &
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BINNS, 1989). Ao contrario das tonsilas do anel de Waldeyer e do GALT,
o BALT ndo esta presente antes do nascimento em bovinos, ovinos,
caprinos, suinos e equinos (ANDERSON et al., 1986; MAIR et al., 1988;
BARMAN et al., 1996). O BALT néao esta presente constitutivamente em
animais de produgdo e humanos; porém, € muito dindmico nessas
espécies (HILLER et al., 1998; PABST & BINNS, 1994; BIMCZOK &
ROTHKOTTER, 2006). Esta € uma caracteristica tida como tipica para
espécies com o anel de Waldeyer bem desenvolvido, enquanto que em
espécies com pouco tecido linfatico no anel de Waldeyer, como ratos,
camundongos e coelhos, grandes quantidades de BALT estdo presentes
constitutivamente (KRAAL, 2004).

A ocorréncia e desenvolvimento do BALT em animais de produgao
€ antigeno-dependente e pode aumentar severamente em certos casos
infeccbes do trato respiratorio. As estruturas do BALT estéo
estrategicamente localizadas em locais implicados na captagcédo dos
antigenos. BALT é importante em animais de produgdo, uma vez que
infeccbes do trato respiratério representam um problema comum e de
importancia econdmica nesses animais. E reconhecido que a imunidade
respiratdria esta correlacionada com a resposta imune local, e o tecido
linféide presente nos pulmdes contribui para essa resposta. Portanto, o
conhecimento sobre o BALT deve auxiliar no desenvolvimento de
métodos para estimulagdo da imunidade respiratoria local (LIEBLER-
TENORIO & PABST, 2006).

O BALT esta mais presente nos lobos pulmonares craniais do que
caudais. Embora o termo tecido linféide associado aos brénquios
(bronchus-associated lymphoid tissue) seja usado, ele ocorre sem
preferéncia em todos os niveis das vias aéreas. O tecido linféide esta
localizado abaixo do epitélio que reveste os bronquiolos. Nos bronquiolos,
o BALT esta freqientemente localizado adjacente as arteriolas. Tanto
nodulos linféides organizados com foliculos linféides primarios e

secundarios, quanto agregados linféides ndo organizados de linfocitos
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podem ser encontrados (ANDERSON et al.,, 1986; GREGSON et al.,
1979). Os linfécitos contidos no BALT s&o similares aos descritos nas
placas de Peyer (PABST & BINNS, 1989). Os linfécitos que chegam ao
BALT via HEV apds o contato com os antigenos migram para os
linfonodos regionais através dos vasos linfaticos aferentes, e depois para
a corrente sanguinea (PABST & BINNs, 1995).

Nao ha duvidas de que o trato respiratério € um bom local para
induzir tanto a resposta imune de mucosa quanto a sistémica
(CHARLOTTA et al., 1997). Diversos estudos ja estabeleceram que em
animais e humanos, a imunizacdo via nasal propicia uma resposta de
anticorpos no trato respiratério superior (TAKAHASHI et al., 1991;
ANDERSON et al., 1992; GALLICHAN et al., 1993; BERGQUIST et al.,
1995; QUIDING-JARBRINK et al., 1995; GORSE et al., 1996; HASIGUCCI
et al., 1996; RUDIN et al., 1998).

2.3.1.7. Tecido linféide associado a mucosa gastrica

Em animais de produgcdo, o MALT gastrico esta presente
unicamente em suinos. Noédulos linféides individuais estdo presentes na
submucosa e na lamina prépria da curvatura menor do estémago e no
diverticulo gastrico (GREEN et al., 1997).

O MALT gastrico foi inicialmente discutido como uma evidéncia nos
casos de gastrite experimental em suinos infectados com Helicobacter
pylori (KRAKOWKA et al., 1991). Estudos consecutivos em suinos
saudaveis nao infectados revelaram que o MALT gastrico ja se
desenvolve nos fetos, estando presente ao nascimento, assim como as
outras estruturas do MALT (DRIESSEN et al., 2002).

A atividade do MALT gastrico pode ser induzida pela colonizagao
por H. pylori (GREEN et al., 1997). Desde que o MALT gastrico foi
descrito em humanos, particularmente apds a infeccado por H. pylori, o
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estbmago de suinos ganhou interesse para estudos e investigagcbes
comparativas (LIEBLER-TENORIO & PABST, 2006).

2.3.1.8. Tecido linféide associado ao intestino

A mucosa intestinal constitui a maior superficie de contato do
organismo com o0 ambiente externo, permitindo o contato com uma
imensiddao de antigenos patogénicos e nao patogénicos (RUSSELL &
MESTECKY, 1988; WOLD et al., 1989; MOWAT et al., 1995; ACHESON
& LUCCIOLI, 2004). Para lidar com essa intensa exposicdo aos
antigenos, o GALT possui uma variedade de mecanismos efetores. A
ativacdo destes mecanismos resulta em imunoestimulagdo (levando a
protecdo ou rejeicdo aos antigenos patogénicos) ou imunossupressao
(resultando em tolerancia para alguns antigenos, como os alimentares)
(THOMAS & PARROT, 1974; THOMAS, 1980; ACHESON & LUCCIOLI,
2004).

O GALT ¢é a parte do MALT que tem sido mais bem estudada, por
ser uma importante via de entrada para muitos antigenos e agentes
infecciosos. Numerosos estudos foram conduzidos para descrever sua
distribuicao e para investigar a captagao de particulas soluveis ou agentes
infecciosos, apesar das dificuldades em se usar grandes animais nesses
experimentos (LIEBLER-TENORIO & PABST, 2006). O LE do GALT pode
ser marcado por patdégenos especificos ou pode se tornar infectado por
eles. Alteracbes no GALT nao causam somente lesdes locais, mas
também afetam as defesas de toda a barreira gastrintestinal, uma vez que
reduz o numero de células plasmaticas precursoras (GRIEBEL & HEIN,
1996).

Os nddulos linfaticos conhecidos como placas de Peyer séo os
locais primarios do GALT, e onde a resposta imune ¢é gerada
(MACDONALD, 1983; MATTINGLY, 1984). As placas de Peyer do jejuno
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(JPP) estao distribuidas irregularmente ao longo da face anti-mesentérica
do jejuno e contribuem com aproximadamente um terco das placas de
Peyer do GALT do intestino delgado, enquanto que as placas de Peyer do
ileo (IPP) contribuem com os outros dois ter¢os. No intestino grosso a
maior parte do GALT é formada pelas placas de Peyer do colon proximal
(LIEBLER-TENORIO & PABST, 2006).

O GALT, em diferentes partes do intestino, tem a organizagéo
tipica das estruturas do MALT, mas ha diferengas regionais distintas
(LANDSVERK et al.,, 1991). As JPP tém pequenos foliculos linféides
periformes e grandes areas interfoliculares. As IPP possuem longos
foliculos linféides ovais e pequenas areas interfoliculares. Com o aumento
da idade, os foliculos linféides com criptas epiteliais ocorrem
particularmente nas IPP (HEBEL, 1960). No intestino grosso, ndédulos
linfoides sao encontrados na lamina propria ou em complexos
linfoglandulares (LGC). Os LGC s&o caracterizados por um ou mais
foliculos linfoides na submucosa e uma ou mais criptas epiteliais
estendendo-se pela superficie mucosa no tecido linféide (LIEBLER et al.,
1988).

As células M do LE das placas de Peyer desempenham um papel
essencial na captacdo de antigenos do lumen intestinal e o transporte
desses antigenos para apresenta-los aos linfocitos presentes na camada
basolateral (KATO & OWEN, 1999). O LE e as células M tém sido
identificados em todos os sitios do GALT de bovinos; além dessas, outras
células enteroabsorvitivas também estdo presentes no LE das JPP e
LGC, enquanto que o LE das IPP é composto por uma populagao
uniforme de células M (LANDSVERK, 1981; LANDSVERK et al., 1991;
PARSONS et al, 1991; TORRES-MEDINA, 1981). Diferengas no
desenvolvimento das microvilosidades das células M do LE do intestino
grosso representam diferentes estagios de maturagao celular (LIEBLER et
al., 1988; LIEBLER et al., 1991). Multiplas células intraepiteliais invaginam

nas células M, pela membrana basolateral, proporcionando a aparéncia
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‘membranosa”. Ha diferengas regionais na eficiéncia das células M em
internalizar materiais (PAAR et al., 1992), portanto, essas diferengas
devem ser consideradas no desenvolvimento de vacinas orais (LIEBLER-
TENORIO & PABST, 2006). Ja foi demonstrado que a imunizagao oral
estimula a imunocompeténcia das células nas placas de Peyer
(FUJIHASHI et al., 2001).

De acordo com o conceito de sistema imune de mucosas,
imundcitos induzidos no GALT migram n&o somente para todo o intestino,
mas também para outros tecidos de mucosa de outros orgaos
(MCDERMOTT & BIENENSTOCK, 1979). Para que os linfécitos sejam
drenados para os linfonodos, o trato intestinal € equipado com estruturas
linféides especificas. Os linfécitos sanguineos chegam as placas de Peyer
via HEV. Ja os linfécitos ativados pelos antigenos deixam as placas de
Peyer via vasos linfaticos aferentes (REYNOLDS & PABST, 1984). A
maior parte da expansao e maturacio dos linfocitos derivados das placas
de Peyer ocorre nos linfonodos mesentéricos (ROTHKOTTER et al.,
1999).

Os linfonodos mesentéricos servem como sitio primario de indugéo
para os linfocitos que chegam diretamente da corrente sanguinea.
Linfécitos marcados deixam os linfonodos mesentéricos, via vasos
linfaticos eferentes, chegam a corrente sanguinea e migram para os sitios
efetores, como a lamina prépria, LE, ou linfonodos periféricos (PABST &
BINNS, 1989). Os linfécitos derivados do intestino migram de volta,
preferencialmente, para o GALT e linfonodos mesentéricos (PABST &
REYNOLDS, 1987).

2.3.2. Vacinagao via mucosa

A grande maioria dos patdégenos de humanos e animais colonizam

e invadem o hospedeiro através das superficies mucosas (WILLIAMS &
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GIBBONS, 1972; WINNER et al., 1991; COTTER et al., 1995; MCGHEE
et al., 1999; MACKAY & ROSEN, 2001). Portanto, uma resposta imune
induzida, forte e persistente nesses locais, representa uma via atrativa e
racional para o desenvolvimento de vacinas (OGRA & KARZON. 1969;
SVENNERHOLM et al., 1984; MACKAY & ROSEN, 2001).

A vacinagao via mucosa consiste na administracdo de antigenos
nas superficies mucosas para induzir ndo s6 de uma resposta imune local
como também uma resposta imune sistémica (AIZPURUA & RUSSELL-
JONES, 1988; MCGHEE & KIYONO, 1993; MCGHEE & KIYONO, 1998;
RUDIN et al., 1998; BERGQUIST et al., 1997; KOGA et al., 2000;
JOHANSSON et al., 2001). Os antigenos vacinais estimulam os linfécitos
nos tecidos linféides associados as mucosas de diferentes érgéos, e as
células ativadas sao transportadas pelo sangue periférico aos locais
efetores do sistema imune de mucosas (BRANDTZAEG, 1985; QUIDING-
JARBRINK et al., 1995; BERGQUIST et al., 1997).

Uma das vantagens dessa técnica sobre as imunizagbes
tradicionais (via parenteral) é o fato de ser uma via nao invasiva, que além
de induzir uma resposta imune sistémica induz também a produgao de
anticorpos secretores nos locais de captacédo dos antigenos (KREMER et
al.,, 1998). Estratégias de imunizacdo ndo invasivas tém conquistado
confianca para seu uso e aplicabilidade; entretanto, uma limitacao
importante para a administracdo de imundgenos via mucosas é a pouca
imunogenicidade de alguns antigenos. Muitos antigenos s&o pouco
imunogénicos quando administrados via mucosa, provavelmente porque
eles falham ao interagir efetivamente com o tecido linféide associado as
mucosas (AIZPURUA & RUSSELL-JONES, 1988). Muitas proteinas e
polissacarideos dos antigenos s&o pouco imunogénicos devido,
particularmente, a dificuldades em se aos receptores ligantes
(HOLMGREN et al., 1994).

Nas ultimas duas décadas o rapido progresso das pesquisas, em

particular nas areas da imunologia e biologia molecular, langou bases
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para o desenvolvimento e implementagédo de novas vacinas e de novas
estratégias de vacinagdo em todo o mundo (SCHATZMAYR, 2003). Uma
variedade de estratégias, incluindo o uso de bactérias como vetores,
microparticulas biodegradaveis, lipossomas e adjuvantes de mucosa,
estdo sob investigacdo para intensificar a apresentacdo dos antigenos
nas superficies mucosas (SIZEMORE et al., 1995; ZHO & NEUTRA,
2002).

O uso de vetores recombinantes vivos capazes de colonizar as
superficies mucosas e de carrear os antigenos exdgenos aos tecidos
linfoides associados as mucosas € uma ferramenta eficiente que pode
superar esse obstaculo da fraca imunogenicidade (KREMER et al., 1998).
Muitos esforgos ja foram realizados para o desenvolvimento de vetores
que possam ser administrados oralmente. Entretanto, essa rota de
imunizagao requer geralmente doses maiores e administragdes repetidas,
devido a instabilidade dos antigenos e ao ambiente proteolitico e acido do
estbmago, além da forte competicdo ecoldgica entre os vetores e os
microrganismos residentes no trato gastrintestinal. Uma alternativa
atraente para a rota oral é a nasal, pois o trato respiratério € um ambiente
menos acido e proteolitico e € menos colonizado por microrganismos que
o trato gastrintestinal.

Ja foi relatado que em uma unica dose de antigeno administrada
por via nasal foi mais eficiente do que a oral (HIRABAYASHI et al., 1990).
Varios autores citam que a imunizagdo oral € um procedimento que
geralmente requer uma quantidade maior de antigenos para poder
ultrapassar a barreira do trato gastrintestinal (MOWAT, 1994; KE & KAPP,
1996; SUN et al., 1999; GABITUS, 2001). Alguns estudos ainda citam a
possibilidade de se combinar diferentes rotas mucosas para imunizagao
conjunta, ou a associagao da administracdo via mucosa e via parenteral
(ROBBINS et al., 1995).

Estudos experimentais em animais tém indicado a possibilidade de

se usar antigenos protéicos, como vacinas administradas na mucosa
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respiratoria para induzir resposta imune local e sistémica (HOPKINS et al.,
1995; DI TOMMASO et al., 1996; RUSSELL et al., 1996). HATHAWAY et
al. (1995) demonstraram evidéncias para a imunizacdo nasal com
peptideos sintéticos. LEHNER et al. (1993) destacaram a influéncia das
rotas de imunizagado no repertério de epitopos induzidos, mostrando sua
importancia para o desenho de peptideos sintéticos usados para
imunizagao via nasal.

BENMOHAMED et al. (2002) chamaram a atengao para 0s novos
modelos de imunizagdo via mucosa com uma variedade de imundgenos
sintéticos ou vacinas recombinantes de subunidades, os quais ampliam
as perspectivas de vacinas administradas em spray, drops, aerossois e
gels, como alternativas vacinais nao invasivas, mais atrativas e que
possam nao requerer o uso de adjuvantes. OGRA et al. (2001) apontaram
que o futuro do desenvolvimento de vacinas via mucosas envolve muitas
outras estratégias que incluem o desenvolvimento de vacinas de
subunidades, vacinas de DNA e vacinas desenvolvidas em plantas e
outros produtos recombinantes. QUADROS (2004) destacou que as
vantagens das vacinas com administracdo via mucosas sao discutidas
tendo em vista a plausibilidade biolégica demonstrada em experimentos
em animais, e que vacinas orais obtidas de plantas transgénicas
representam uma abordagem promissora cuja validade esta demonstrada
inclusive em ensaios em seres humanos. Algumas vantagens potenciais
dos fitofarmacos incluiriam a administragao via oral, a termoestabilidade

dos imundgenos e o menor custo para a fabricagao do principio ativo.

2.4. Apoptose
Em muitos érgéos e sistemas celulares ha uma produgéo continua

de células devido a um processo de perda também continua, tanto para o

exterior (turnover de células intestinais e epiteliais) quanto por morte
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celular (turnover de neutrdéfilos) (COHEN, 1991). Essa capacidade que
muitas células possuem, de poder controlar o seu tempo de vida por meio
de um processo de morte celular programada (PCD - Programmed Cell
Death), € chamado de apoptose (do grego apo — forma; ptosis — queda,
como referéncia as folhas que caem das arvores) (NELSON & COX,
2005).

O processo de morte celular pode ser fisiologico ou patologico. A
morte celular fisiolégica, PCD, esta relacionada com as fases do
desenvolvimento do organismo ou com processos envolvidos na
manutencao deste. Ja a morte celular patoldégica nunca é programada, ela
ocorre apos injuria celular, quando a célula € mecanicamente corrompida
ou quando ha comprometimento da homeostase, sendo esse processo de
morte chamado de necrose (COHEN, 1991). O processo de apoptose é
extremamente importante no desenvolvimento, na homeostase, no
controle de neoplasias e nas fungdes do sistema imune (WAJANT, 2002),
além da remocao de células em excesso, defeituosas, lesadas ou reativas
(MARSDEN & STRASSER, 2003).

Em 1885, Flemming realizou a primeira descricdo morfolégica do
processo natural de morte celular, atualmente conhecido como apoptose,
um termo conferido por KERR et al. (1972) para descrever a morfologia
Unica associada a morte celular que a difere de necrose. KERR et al
(1972) descreveram a morfologia de amostras de células em PCD,
processo inicialmente chamado de “necrose de encolhimento”, no qual a
célula perde 30% do seu volume por perda de agua.

Resumidamente, as principais caracteristicas da apoptose sao:
processo no qual a célula morre de forma programada; os estagios iniciais
envolvem a clivagem da cromatina e colapso nuclear; condensagédo do
citoplasma e mudangas na membrana plasmatica para que a célula seja
reconhecida e englobada por fagocitos, sem a presenca de inflamagéao
(SAVILL et al., 1990; COHEN, 1992; GOLSTEIN & COHEN, 1991; RAFF,
1992; JOHNSON et al., 1997).
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Os eventos que carreiam a apoptose diferem daqueles da necrose.
O processo de necrose € primeiramente marcado pela perda da
integridade da membrana celular. O citoplasma e a mitocondria da célula
em necrose estdo aumentados, e a célula e muitas de suas organelas
internas sofrem lise. Nao ha formacéao de vesiculas ou corpos apoptoticos
no processo de necrose, e este afeta grupos de células adjacentes, além
de provocar um processo inflamatério in vivo. A apoptose ndo provoca
uma resposta inflamatéria, e somente células individuais sdo afetadas
pela apoptose in vivo. Apoptose e necrose representam dois extremos de
morte celular (LEIST & JAATTELA, 2001).

Morfologicamente, a apoptose é caracterizada primeiramente por
mudangas no indice de refracdo das células, seguido de retragdo do
citoplasma e condensacdo nuclear (HENGARTNER, 1997). A
caracteristica impar da apoptose € a extrema condensac¢ao da cromatina
no nucleo. O colapso da cromatina forma, ao redor do envelope nuclear,
estruturas esféricas isoladas ou multiplas (SAVILL et al., 1990). A
condensagao nuclear vista no processo de apoptose é resultado da
clivagem de DNA por endonucleases enddgenas especificas, resultando
em fragmentos de DNA compostos por mono e oligonucleossomas
(WYLLIE, 1980). O DNA é fragmentado em regides marcadas entre
nucleossomas e cores de histona, eventualmente espagado em 180 a 200
pares de bases ao longo da dupla hélice do DNA. Essa clivagem do DNA
€ randomizada. Essa distribuicdo de fragmentos de DNA n&o é vista na
necrose e, propicia um indice para estimar a apoptose em populagoes
celulares ou em tecidos (SELLINS & COHEN, 1991). Ainda n&o se sabe
porque o DNA é clivado. Certamente, isto ocorre para prevenir reparos a
sérios danos ao DNA, porém, sessbes na transcricdo de mRNA,
isoladamente, ndo levam a morte celular em horas, como é visto na
apoptose. Embora a clivagem internucleossomal do DNA seja uma
caracteristica da apoptose, € provavel que ela ndo ocorra em todos os
tipos celulares (SELLINS & COHEN, 1991).
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O nucleo é o local onde ocorre as mudangas mais significativas na
apoptose. Essas mudancas podem ser visualizadas nas células, usando-
se corantes fluorescentes de DNA, como a Laranja de Acridina
(CROMPTON et al., 1992).

Além da condensagao do citoplasma e do nucleo, levando a uma
reducdo do volume celular, também ocorre a formagdo de bolhas na
membrana plasmatica devido a filamentos do citoesqueleto que se
alinham de forma paralela no citoplasma e o reticulo endoplasmatico
dilata fusionando-se a membrana plasmatica (JOHNSON et al., 1997). A
membrana celular comega a apresentar bolhas ou pontos (protusdes da
membrana), dependendo do tipo de célula (WILLIAMSON et al., 2000).
Essas alteragbes levam a um comprometimento da integridade da
membrana plasmatica, pela perda de assimetria dos fosfolipidios, das
microvilosidades e das unides célula-célula. Como consequéncia disto, a
célula se dissocia das vizinhas, sofre reducao de tamanho e formam-se
pequenas protuberdncias separadas pela unido das membranas
intracitoplasmaticas para, posteriormente, serem separados em “corpos
apoptéticos” que s&o rapidamente reconhecidos e fagocitados por células
vizinhas ou macrofagos (JOHNSON et al., 1997).

Antes de morrer, a célula apoptdtica sinaliza para ser fagocitada
por células vizinhas ou por fagocitos. Isto permite que ela seja destruida
antes de sofrer lise e liberar o seu conteudo celular pro-inflamatério
(SAVILL et al., 1990). Uma caracteristica fundamental deste processo &
que a membrana celular permanece intacta, prevenindo o extravasamento
do conteudo celular, assegurando assim uma resposta nao inflamatdria
(SAVILL et al, 1990; OPFERMAN & KORSMEYER, 2003).
Bioquimicamente, ocorre a exposicdo de moléculas na superficie celular
que vao sinalizar para a fagocitose da célula apoptdtica, como a
fosfatidilserina (presente na face interna da membrana celular, onde estao
normalmente confinados) (FADOK et al, 1992; OPFERMAN &
KORSMEYER, 2003). Os macrofagos tém receptores para fosfatidilserina
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€ 0s usam para se ligarem a célula em apoptose (FADOK et al., 1992). Na
apoptose, a membrana mitocondrial externa (MOM) também passa por
mudangas que incluem a perda de seu gradiente eletroquimico,
possivelmente pela formagcao de poros nessa membrana, e substancias
como o citocromo C deixam a MOM e passam para o citoplasma.
Finalmente, células adjacentes ou macréfagos fagocitam os corpos
apoptoticos e as células mortas (LEIST & JAATTELA, 2001).

A revolugdo que ocorreu na pesquisa da apoptose é resultado
direto de um melhor entendimento do programa genético e dos
mecanismos bioquimicos desse processo. Nas décadas de 70 e 80 do
século XX, estudos revelaram que a apoptose ndo somente tem
caracteristicas morfoldgicas especificas, como também é regulada por
processos bioquimicos especificos. Estudos com linhagens celulares do
nematdide Caenorhabditis elegans contribuiram para o melhor
entendimento dos mecanismos da apoptose (HENGARTNER, 1997).

A via final da apoptose é o resultado da ativacdo de endonucleases
que levam a fragmentagao do DNA. O processo de apoptose é controlado
geneticamente, havendo genes que podem promové-lo ou inibi-lo
(GUPTA, 1996). Esta via genética de eliminagao celular pode responder a
estimulos normais e patolégicos (MARSDEN & STRASSER, 2003).
Genes individuais tém sido associados a apoptose de duas formas: ou
eles estdo expressos em células em processo de apoptose ou eles
modulam os efeitos do processo. Entre esses genes, o proto-oncogene c-
myc participa da regulagdo para proliferagcdo celular ou para apoptose.
Esse gene programa a célula para crescer, € se esse procedimento for
impedido (por falta de fatores de crescimento, ou por oncogenes
secundarios) a célula entra em processo de morte. A expressao de c-myc
€ necessaria para o processo de apoptose (EVAN et al., 1992).

Estudos realizados in vitro por TAMAOKI & NAKANO (1990)
mostraram evidéncias de que todas as células animais expressam

constitutivamente as proteinas necessarias para sofrer apoptose. A
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apoptose € um processo complexo que envolve uma variabilidade de vias
de sinalizacdo que levam a multiplas mudancgas na célula em processo de
morte (ALNEMRI et al., 1996; CARDONE et al, 1998). As vias
fundamentais da apoptose tém sido conservadas ao longo da evolugao
(CRABTREE, 1989).

2.4.1. Mecanismos da apoptose

Na década de 80 do século XX, varios experimentos mutagénicos
foram realizados em larga escala com o nematdide C. elegans, através
dos quais foi possivel identificar mutacées que interrompem a PCD, os
genes de morte celular anormal (genes ced - cell death) (HEDGECOCK et
al. 1983; ELLIS & HORVITZ, 1986). Analises genéticas mostraram que
um determinado gene, o ced-3, foi fundamentalmente requerido para a
apoptose no C. elegans. O gene ced-3 foi clonado e descobriu-se que ele
codifica uma proteina que contém um residuo de cisteina no sitio de
atividade e que cliva seu substrato depois do aminoacido aspartato
(cysteine + aspartate = caspase) (YUAN et al. 1993).

As caspases constituem uma grande familia de proteinas que sao
altamente conservadas em organismos multicelulares. Essa familia pode
ser dividida em duas subfamilias: caspases que estdo envolvidas no
processo da inflamagédo e tem homologia com a caspase-1 (Interleukin-
1B-Converting Enzyme) e as caspases que estdo relacionadas ao ced-3 e
estdo primariamente envolvidas na apoptose (CSISZAR, 2004).

As caspases sao, direta ou indiretamente, responsaveis pelas
alteragdes morfologicas e bioquimicas que caracterizam o processo da
apoptose (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998; REED, 2000). A
maquinaria efetora de morte celular direcionada pela familia de caspases
cliva muitas proteinas celulares vitais, e ativa proteoliticamente enzimas
que contribuem para a destruicdo celular (THORNBERRY & LAZEBNIK,
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1998). Algumas vias de traducao de sinal e de ativagao da maquinaria de
morte celular tém sido identificadas, demonstrando-se que ha vias de
ligacdo entre o estimulo externo e a resposta celular, seja ela de morte ou
de sobrevivéncia (REED, 2000).

Muitas caspases estdo presentes constitutivamente em células
normais, como pro-enzimas cataliticamente inativas (zimogénios) e que
sao proteoliticamente processados antes de adquirirem atividade total em
resposta a sinais programados e também a estimulos de estresse que
induzem apoptose (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998). Os zimogénios
contém muitos dominios, com predominancia de um dominio N-terminal.
A ativagdo das caspases envolve a clivagem dos zimogénios em uma
regido acido aspartico especifica na regido entre as subunidades maiores
e menores. O sitio de atividade é formado por um heterodimero contendo
uma subunidade maior e uma menor, e a proteina caspase de atividade
completa é um tetramero composto por dois heterodimeros (CSISZAR,
2004).

Diversos reguladores de caspases também tém sido descobertos,
incluindo ativadores e inibidores dessas proteases (REED, 2000). As
proteinas inibidoras de apoptose (IAP - inhibitor of apoptosis proteins)
suprimem a apoptose por bloquear a atividade das caspases. Essa
supressao pode ser realizada pela Smac/DIABLO, uma proteina
mitocondrial liberada no citosol em resposta a um estimulo apoptético
(FESIK & SHI, 2001).

As caspases sdo consideradas as executoras da apoptose, uma
vez que sua ativacao leva a clivagem de importantes substratos celulares.
Em linfécitos T maduros, a apoptose induzida por falta de fatores de
crescimento e a morte celular induzida por ativacdo sdo mediadas por
estes complexos enzimaticos (DE ALBORAN et al., 2003).

Outro gene identificado no C. elegans é o gene ced-9, que protege
contra a apoptose. A perda genética da sua fungdo aumenta o indice de
apoptose (HENGARTNER et al. 1997). A proteina codificada pelo ced-9 é
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homologa a do gene bcl-2 em mamiferos, um proto-oncogene
(TSUJIMOTO & CROCE, 1986).

A familia de proteinas Bcl-2 inclui um grande numero de proteinas
que compartilham dominios Bcl-2 homélogos (BH). Estruturalmente, as
proteinas Bcl-2 podem ser divididas em trés grupos: grupo | inclui
proteinas Bcl-2 que s&o anti-apoptoéticas (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1 e A1), e os
grupos Il e lll os membros que sao pré-apoptéticos. Os membros do
grupo Il (Bax, Bak e Bok) contém trés dominios BH (BH-1, BH-2 e BH-3) e
os do grupo lll (Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa e Puma) possuem somente um
dominio, o BH-3 (“BH3-only*). Os membros pro-apoptoticos da familia Bcl-
2 estdo implicados na permeabilidade da MOM, permitindo a saida de
proteinas para o citoplasma, como a citocromo C. os membros anti-
apoptéticos dessa familia, como o Bcl-2, protege as células do processo
de apoptose por meio do sequestro de proteinas pré-apoptoéticas ou por
interferir em suas atividades (DANIEL et al. 2003; OPFERMAN &
KORSMEYER, 2003).

2.4.2. Vias de ativacéo da apoptose

A apoptose mediada pela familia das caspases € o principal tipo de
morte celular programada em muitos processos fisioldégicos (ALNEMRI et
al., 1996; CARDONE et al., 1998). Este fato poderia ser perigoso para o
organismo, uma vez que dependeria de uma s6 familia de proteases para
a remogao de células ndo desejadas e que sao potencialmente perigosas.
Entretanto, alguns estudos indicam que a PDC pode ocorrer na completa
auséncia de caspases, como no caso de dano de organelas como
mitocondrias, reticulo endoplasmatico ou lisossomos, que aumentam a
liberagdo de célcio e algumas espécies de radicais livres de oxigénio,
além da liberagéo de proteinas efetoras (JAATTELA & TSCHOPP, 2003).
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Embora possam existir muitas vias para ativagcdo das caspases,
unicamente duas vias foram bem elucidadas detalhadamente, a via
intrinseca, mitocondrial, e a via extrinseca, que é ativada por liga¢cdes nos
“receptores de morte” (WALLACH et al., 1998; SALVENSEN & DIXIT,
1997; REED, 2000; WAJANT, 2002). Outros estudos ainda sugerem uma
terceira via para a ativacdo da apoptose, a qual envolveria o reticulo
endoplasmatico (NAKAGAWA et al. 2000).

A apoptose induzida em resposta a estimulos externos (via
extrinseca) inclui a ativagao de receptores de superficie celular como Fas
(também chamado CD95 ou Apo-1), TNFR1 (tumor necrosis factor
receptor 1, também chamado p55 ou CD120a), TRAIL-R1 (TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor 1), TRAIL-R2, p75-NGFR (p75-nerve
growth factor receptor) (WAJANT et al. 2003) e outros como CAR1, DR3
(também chamado Apo3, WSL-1, TRAMP ou LARD) (CHINNAIYAN et al.,
1996), DR4 e DR5 (também chamado Apo2, TRAIL-R2, TRICK 2 ou
KILLER) (SMITH et al.,1995). Esses “receptores de morte” transmitem
sinais apoptoéticos iniciados por ligantes especificos e podem ativar as
caspases em segundos, causando eliminagdo apoptotica da célula em
horas (ASHKENAZI & DIXIT, 1998). Os receptores de morte tém dois
motivos distintos para sinalizagdo: o dominio de morte (DD) e o dominio
efetor de morte (DED), que permitem interagir com outras proteinas
envolvidas na cascata da apoptose. Tipicamente, a via extrinseca envolve
a ativacédo e a iniciacdo das caspases, principalmente da caspase-8, a
qual ativa a caspase-3 ou cliva o membro da familia Bcl-2, Bid, levando a
formagado de uma apoptosoma e ativacédo da caspase-9 (HENGARTNER,
1997).

A sinalizagao extrinseca na superficie celular pode ser iniciada pela
agregacao dos receptores Fas quando eles se ligam ao seu ligante
multivalente, FasL (Fas Ligand). Essa agregacao libera no citoplasma os
dominios dos receptores de membrana em contato proximo e induz a

mudangas conformacionais que permitem a montagem de uma
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sinalizagcao complexa, o complexo de sinalizagao de morte induzida (DISC
- death inducing signaling complex), na cauda citoplasmatica dos
receptores. Alguns estudos sugerem que os receptores de morte podem
ser pré-agregados na membrana através de interagdes com pré-ligantes
de dominios montados (PLAD - pre-ligand-binding assembly domains)
(CHAN et al. 2000; SIEGEL, et al. 2000). Os DISC compreendem os
receptores e ligantes como “adaptadores” de proteinas, FADD (Fas
associated death domain protein) que se liga através do DD c-terminal ao
receptor ligante e recruta a pré-caspase-8. O Fas € uma proteina de
membrana homéloga aos receptores de fator de necrose tumoral (TNF) e
fator de crescimento neural (NGF) (ITOH et al., 1991; OEHM et al., 1992).

O sistema Fas/FasL tem um papel muito importante porque é o
mediador de trés tipos de morte celular fisiolégica: delecao periférica de
células T ativadas ao final de uma resposta imune; morte de células
infectadas por virus ou células cancerigenas por células T citotoxicas e
por células assassinas naturais (NK — natural killers); e por ultimo, morte
de células inflamatérias em sitios imunologicamente privilegiados como
olho, testiculo e ovario (ASHKENAZI & DIXIT, 1998).

A via mitocondrial (via intrinseca) envolve os membros da familia
de proteinas Bcl-2, e pode ser ativada pelos receptores de morte ou por
estimulos que séo independentes dos receptores de morte, como eventos
relacionados a dano ao DNA, inibicdo de topoisomeares, retirada de
fatores tréficos e liberagdo do citocromo C da mitocondria (RICH et al.
1999; PARONE et al. 2003).

Alguns membros da familia Bcl-2, como Bax, Bad e Bid, regulam
uma variedade de mecanismos que incluem o processamento proteolitico,
fosforilagdo e sequestramento por inibicdo de proteinas. Sinais pro-
apoptoticos direcionados pelos membros da familia Bcl-2 para a
mitocdndria interagem com os membros anti-apoptéticos dessa mesma
familia (Bcl-2 e Bcl-XL) para determinar se a apoptose sera ou nao

iniciada. Se as proteinas pro-apoptéticas se sobressaem, o citocromo C e
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outras moléculas sao liberadas da MOM. Uma vez que o citocromo C é
liberado da mitocdndria, ele pode interagir com Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor 1, um homologo em mamiferos da C. elegans CED-4),
dATP (2’-deoxyadenosine S’-triphosphate) e pré-caspase-9 em um
complexo de proteinas chamado de apoptosoma. A caspase-9 é
processada e ativada como parte do apoptosoma, onde pode clivar e
ativar a caspase-3. (ZOU et al. 1997).

A familia de proteinas Bcl-2 representa um ponto critico na via
intrinseca, pois a expressao de bcl-2 aumenta a resisténcia de linfocitos
para muitos estimulos de morte, incluindo diminuigdo de citocina, dano ao
DNA e estresse oxidativo (HOCKENBERY et al., 1990; HOCKENBERY et
al., 1993)

2.5. Morte celular induzida por ativacao (AICD)

A morte celular esta associada com a renovacdo de células
danificadas ou de células que nao recebem suporte do seu microambiente
(fatores de sobrevivéncia). No curso da resposta imune, a morte celular
neutraliza uma expansado clonal excessiva principalmente por dois
mecanismos: privacao de fatores de crescimento e morte celular induzida
por ativacao (AICD) (JANSSEN et al., 2000).

A AICD é um processo que regula a duracdo e a intensidade da
resposta imune primaria de células T (GENESTIER et al., 1999). AICD em
células T in vivo tem sido proposta primeiro como forma de limitar a
expansao da resposta imune por eliminagao de células efetoras que nao
sao mais necessarias, e também para eliminar a auto-reatividade de
células T que tenham escapado da selecdo timica (LYNCH et al., 1995).
Tem sido sugerido que a persisténcia de células T de memoria é
dependente de periodos de re-estimulagao por antigenos especificos ou
reatividade cruzada (BEVERLEY, 1990; GRAY & MATZINGER, 1991). A
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AICD ocorre nas células T apés o reconhecimento do antigeno, a uniao
de um anticorpo a seu antigeno receptor ou exposicdo a mitdogenos
(GREEN & SCOTT, 1994). As células T que sofrem AICD apresentam as
mudancgas morfoldgicas tipicas associadas a apoptose (JANSSEN et al.,
2000).

GROSSMAN et al. (2004) consideram que o numero, a frequéncia
e a eficacia das doses requeridas para que um programa de vacinagao
alcance uma efetividade prolongada, devera otimizar o equilibrio entre as
populagdes de células efetoras e aquelas com grande capacidade para
expanséo clonal. Isso garante uma memoria imunolégica, uma vez que a
estimulacdo antigénica repetida pode ser um potente estimulo para a
apoptose, causando imunodepressao mais do que memoria imunoloégica.

A AICD de células T depende do estado de ativagédo da célula, ou
seja, células T ativadas recentemente sdo resistentes a indugdo de
apoptose e esta resisténcia inicial precede a um posterior fendtipo
sensivel. Este processo representa a fase de diminuicdo da resposta
imune e a eliminacdo de clones reativos. Somente poucas células T
sobrevivem como células de memoria. A AICD ocorre por mecanismos
suicidas ou fratricidas, envolvendo prematuramente o sistema Fas apds
estimulacédo do receptor de células T (TCR), e o TNF-R2 nos estagios
posteriores. A importancia do sistema Fas/FasL para AICD foi
demonstrada pelo descobrimento de um receptor soluvel chamado DcR3,
que se liga ao FasL inibindo a apoptose quando induzida por este fator
(SCAFFIDI et al., 1999). AICD ocorre como uma consequéncia de um
estimulo através do CD3/TCR das células T (ITOH et al., 1991; RUSSEL
et al.,, 1993). A interacado entre Fas e Fas-L esta envolvida na apoptose
induzida pelo TCR/CD3 na célula T, como foi demonstrado nos estudos
realizados por DEHIN et al. (1995) e YANG et al. (1995). As evidéncias de
que AICD de células T é mediada por Fas-FasL foi demonstrada em
muitos grupos de células T de hibridomas, células T de linhagem

leucémica Jurkat e células T pré-ativadas n&o transformadas (DEHIN et

35



al., 1995; JU et al., 1995), sendo que os estudos in vitro com células
Jurkat é tido como o sistema modelo de avaliacdo da AICD via ativagao
do complexo TCR/CD3 (RUIZ, 1997).

Estudos usando c-myc (SHI et al., 1992) ou dominios reciprocos
negativos mutantes de Myc ou Max (BISSONNETTE et al., 1994), os
quais antagonizam a func&o do heterodimero Myc/Max, demonstraram
que a funcdo do c-Myc é requerida para AICD em células T (GENESTIER,
et al., 1999). Foi também observado que em células T de linhagens
leucémicas humanas e em outros tipos de células linfoides, a expressao
de c-myc é fundamental para proteger essas células da indugdo de
apoptose (THULASI et al., 1993; FISCHER et al., 1994).

A expressao de FasL durante a AICD requer a ativagao de fatores
de transcricdo. HUEBER et al. (1997) reportaram que a apoptose induzida
por c-myc requer a expressao de Fas e FasL. Entretanto GENESTIER, et
al. (1999) sugerem que c-Myc pode ser essencial para a fungdo do FasL e
subsequente apoptose em alguns sistemas, e que TGF-31 (transforming
growth factor) inibe a expressdo de FasL via down-regulation da
expressédo de c-myc mRNA, e que o requerimento de c-Myc durante a
AICD pode ser ao nivel da expressdo de FasL. NGUYEN & RUSSELL
(2001) discutem que algumas células T que expressam altos niveis de
FasL podem entrar em processo de AICD, enquanto outras expressam
baixos niveis de FasL sao sensiveis a AICD, sugerindo que a
susceptibilidade da AICD n&o esta correlacionada com a cinética de “up”
ou “down-regulation” de FasL.

O processo de AICD pode ocorrer em células T imaturas ou em
células transformadas, assim como também em células T maduras e
ativadas de sangue periférico (JONES et al., 1990; NEWELL et al., 1990;
WESSELBORG et al.,, 1993; THOME et al., 1997; KRAMMER, 2000;
HILDEMAN et al., 2002; CHEN et al., 2003). Isolados frescos de linfocitos
T esplénicos sao relativamente resistentes a inducdo de AICD

desenvolvida via TCR ou a associagdo do complexo CD3, embora a pré-
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ativacao via complexo TCR/CD3 as torna susceptiveis (OWEN-SCAUB et
al., 1992).

Os linfocitos usam varios mecanismos para iniciar a morte celular
na fase de declinio da resposta imune. Além do sistema Fas/FasL, outro
mecanismo que ajuda na resolucdo de uma resposta imune seriam o0s
sinais traduzidos pelo receptor do antigeno e as moléculas co-
estimulatérias (TCR/CD3) que comegam a diminuir, levando
consequentemente a uma diminuicdo na interagdo com as células
apresentadoras de antigeno. Esta diminuicdo dos sinais leva a redugao
na expressdo de moléculas anti-apoptéticas e aumento nas pro-
apoptdticas. Entdo, tanto os receptores de morte quanto o desequilibrio
entre proteinas pré e anti-apoptéticas seriam o0s responsaveis pela
diminuicao dos linfocitos antigeno-especificos originados durante uma
resposta imune adaptativa (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003).

Em linfécitos existem varios sinais inibitorios que evitam a morte
celular, por exemplo, varios membros da familia de interleucinas tém
mostrado que possuem atividade anti-apoptéticas. A exposigdo de uma
célula T a um estimulo antigénico origina sua ativagdo, e como
consequéncia, se produz um aumento na sintese de receptores de
citocinas que se dispdéem na membrana plasmatica, bem como um
aumento na sintese de citocinas que regulam o crescimento, proliferagao,
diferenciacado e apoptose das células T e de outras células do sistema
imune (CRABTREE, 1989). A IL-2, por exemplo, atua na ativagao e
proliferagdo de células T e também protege estas células pelo aumento
da expressao de Bcl-2, mas também podem mediar a morte celular
(AYROLD et al.,1998). A IL-12 é uma citocina imunoregulatéria, estimula
a producdo e secrecdao de muitas outras citocinas, especialmente
interferon gama (IFN-y) (WU et al., 1993). Uma importante atividade da IL-
12, agindo juntamente com o IFN-y, € direcionar a resposta imune para
um fenotipo mais Th1 ou Th2 (O'GARRA, 1998). VARADHACHARY et al.
(1997) analisaram clones de células T para sua susceptibilidade a AICD
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em resposta a ligacdo CD3/TCR. Eles observaram que AICD ocorreu
somente em clones Th1, mediada pelo Faz, e os clones Th2 resistiram a
AICD.

SANCHEZ (2004) demonstrou que linfécitos T SBm7462-reativos
expressam constitutivamente a maquinaria necessaria para a indugao de
apoptose apos ativagcdo com o peptideo sintético, e que o processo de
sintese de novo de proteinas nao estd envolvido na AICD apods
sinalizacao via TRC. A AICD induzida pelo peptideo sintético SBm7462 foi
mediada por uma via independente da calcineurina e ndo houve inibigao

do gene c-myc apos re-estimulagao de linfocitos SBm7462-reativos.

2.5.1. Agentes indutores e inibidores da AICD

A mitramicina é um antibiético obtido do Streptomyces plicatus e
capaz de inibir a transcrigdo e sintese de proteinas, por se ligar ao DNA
pela cromatina. O mecanismo de acdo da mitramicina esta fundamentado
na unido a sequéncias de DNA ricas em G-C, impedindo a unido do fator
de transcricdio SP1 a este tipo de sequUéncias situadas na regido
promotora de alguns genes, dentre eles o c-myc (SNYDER et al., 1991).
O tratamento com 50nM de mitramicina mostrou que este medicamento
inibe a proliferacdo celular, constatando-se também que a partir de 8
horas ha uma redugdo nos niveis do mRNA de c-myc, o qual desaparece
praticamente apds 15 horas de tratamento. Apesar desses resultados, o
papel de c-myc na indugdo de apoptose parece ser dual, sendo
dependente do tipo celular e do agente indutor (RUIZ, 1997).

Cicloheximide (CHX) €& um antibidtico produzido pelo
Streptomyces griseus (KOMINEK, 1975). Sua principal atividade biolégica
€ a inibicdo da translacdo em eucariotas (SMITH et al., 1997), resultando
na inibicdo da sintese de proteinas, levando a célula a se desenvolver até

a sua morte. CHX tem sido usado para a inibicdo controlada da sintese de
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proteinas (LIN & HSU, 2000), super-indugdo da expressao de proteinas
(MIZEL & MIZEL, 1981; MA et al., 2000), indugéao de apoptose (TAMAOKI
& NAKANO, 1990; CLEMENS et al.,1998) e facilitacdo da apoptose
induzida pelos receptores de morte (FULDA et al., 2000). Na presencga de
CHX ocorre uma diminuigao progressiva da quantidade total de RNA em
culturas celulares, provavelmente como reflexo da diminuigdo da
viabilidade celular (EFRAT & KAEMPFER, 1984).

Estudos com células Jurkat estimuladas com o ionéforo de calcio
A23187 na presenca de 10ug/ml de CHX, mostraram que n&o se produziu
o bloqueio da morte celular induzida pelo ionéforo, e constatou-se que a
prépria CHX provoca perda importante da viabilidade celular e induz a
degradagao do DNA (RUIZ, 1997). O tratamento de neutrofilos circulantes
com TNF-a na presencga de 1ug/ml de CHX aumentava significativamente
a capacidade do TNF de induzir apoptose. Paralelamente, constataram
que o tratamento s6 com CHX acelerava o processo de morte celular. Os
autores sugeriram que no modelo utilizado, a sintese de proteinas nao
seria necessaria para a inducdo de apoptose, embora a apoptose
espontanea dos neutrofilos seja inibida por proteinas sintetizadas de novo
(NIWA et al., 1999).

BLOM et al. (1999), utilizando cultura primaria de hepatécitos e
CHX em concentracdes variando de 1uM - 300uM, observaram que a
apoptose se iniciava a partir de 2 horas da adicdo de CHX. Eles
observaram apoptose maxima apos 4 horas em concentragdes de 100 uM
e constataram que n&o havia diferenca na intensidade da morte celular
com o uso de concentragbes maiores. MAROTTA et al. (2002)
observaram que o tratamento de neurbnios da camada granular do
cerebelo com 10uM de CHX diminuia em 18,2% a sua sobrevivéncia,
enquanto que concentragdes de 10%’M aumentavam a viabilidade
neuronal em 5%, sugerindo um efeito neuroprotetor da CHX quando
utilizada em concentragcées muito baixas. KONGPHANICH et al. (2002)

usando as linhas celulares HUT102 e MT-2, células T humanas
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transformadas pelo virus HTLV-I e o anticorpo monoclonal anti Fas CH11,
para medir a sensibilidade a morte mediada por Fas na presencga de 10ug
de CHX constataram aumento significativo de células apoptéticas.
Também observaram durante os trés dias de tratamento que foi minimo o
efeito da CHX sozinha.

O 5,6-Dichloro-1-3-D-ribofuranosylbenzimidazole riboside (DRB) é
analogo da adenosina e tem sido usado para inibir a sintese de mRNA.
Tem sido proposto que DRB bloqueia a sintese de RNA nuclear e Ad-2
RNA pela acentuacao da terminagcédo prematura na atenuagéo das regides
do DNA (LAUB, et al., 1980). DRB ¢é tido como um inibidor seletivo da
sintese de mRNA (MARTIN et al., 1998). Alguns trabalhos tém mostrado
que o uso de DRB em concentragbes de 125uM, o qual atua apoés ser
convertido na sua forma ativa BAD (dinucleotideo adenina benzamida),
um analogo de NAD (dinucleotideo adenina nicotinamida), com frequéncia
nao inibe a morte por apoptose em células Jurkat estimuladas com
A23187 (RUIZ, 1997). Porém, o tratamento de células leucémicas L1210
com BR nas doses de dois, 5 ou 10uM, induziu apoptose dose-
dependente, sendo a intensidade de fragmentagcao do DNA 2,6; 3,4 e 4,3
vezes maior nas doses utilizadas quando comparada com o controle
(RAUKO et al., 2001). Na concentracao de 40 uM, DRB inibe a sintese de
RNA em culturas celulares em 70% (EFRAT & KAEMPFER, 1984).

Ciclosporina A (CsA) € um metabdlito oligopetideo ciclico ndo-polar
do fungo Tolypocladium inflantum. Tem sido usado como antibiético, mas
possui potente propriedade imunossupressora (DREYFUSS et al., 1976).
Tem mostrado capacidade de inibir o funcionamento de muitas proteinas
nucleares envolvidas na ativagao de células T ao nivel da transcricdo no
MmRNA. A acdo da CsA tem efeito imunossupressivo devido a sua
habilidade de inibir eventos relacionados com a ativagao de linfocitos T,
como a transcricdo de genes de linfocinas em resposta as sinais iniciados
pelos receptores de antigenos. A CsA inibe diretamente a funcdo de

proteinas nucleares criticas para ativagao de linfocitos T, inibindo a agao
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de membros da cascata de transmissdo que vai do receptor de antigeno
até o nucleo (EMMEL et al., 1989).

A CsA inibe a expressao de FasL pela inibicdo do fator de atividade
nuclear (NF-AT - nuclear factor of activated) de células T (BRUNNER et
al., 1996; LATINIS et al., 1997). A CsA tem apresentado aparente
especificidade para inibir a atividade de ligagcdo do DNA a NF-At, AP-3, e
também NF-kappa B, além de proteinas nucleares importantes na
atividade de transcrigao de genes para IL-2 e seus receptores, bem como
outras linfocinas (EMMEL et al., 1989). Ela também pode bloquear a
ativagdo e transcricdo do gene da IL-2 (WIEDERRECHT et al., 1993;
RUIZ, 1997), como também a apoptose induzida a través do complexo
receptor para o antigeno (FRUMAN et al., 1992). Além disto, tem-se
demonstrado que a CsA forma um complexo com o receptor intracelular
cyclophiloin o qual se liga a calcineurina, inibindo sua atividade enzimatica
e, bloqueando a indugao da expressao de FasL, bloqueando a transcricao
do gene que codifica FaslL, apdés a ativagcdo da célula T (ANEL et
al.,1994).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune de mucosas e a indugado de morte celular
por ativagdo (AICD) de linfécitos T de memédria em camundongos BALB/c
imunizados por via oral e nasal com o peptideo sintético anti-carrapato R.
(B.) microplus SBm7462.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito de agentes indutores de AICD pela inibicdo da
expressao de c-myc mediante tratamento com 50nM de mitramicina
SIGMA® durante 72 horas, e inibicdo da sintese de proteinas e aumento
na expressdo de Fas com 10ug/mL de cicloheximide (CHX) SIGMA®
durante 10 horas;

- Avaliar o efeito de agentes inibidores de AICD pela inibicao da
transcricdo do RNA com 125uM de benzamida ribésido (DRB) SIGMA®
durante 15 horas, e inibicdo de calcineurina e FasL com 200ng/mL de
ciclosporina A (CsA) SIGMA® durante 24 horas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Antigeno SBm7462

Para a inducdo da apoptose de linfocitos T, foi utilizado como
antigeno o peptideo sintético SBm7462", desenhado no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores
(LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV) e sintetizado com o auxilio da Fundagéao

Instituto de Imunologia da Colédmbia (FIDIC), em Bogota, Colédmbia.

4.2. Animais

Foram utilizados 80 camundongos BALB/c, adultos, com idade
acima de dois meses, pesando em torno de 25 gramas, obtidos no
Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa e mantidos durante o
periodo experimental no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

' Patente Nacional P10001717-5; Patente Internacional PCT/BR01/00057
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Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais com
20 animais cada, e mantidos em experimentacdo por 12 semanas.
Durante todo o experimento, para proporcionar conforto, eles
permaneceram em salas com monitoramento de temperatura e umidade,
sendo submetidos a um regime diario de luz artificial de 12 horas. Os
animais receberam ragdo comercial com composigdo nutricional

adequada para roedores e agua ad libitum.

4.3. Imunizagao dos animais

Os animais foram imunizados duas vezes, com intervalo de trés
semanas, de acordo com os seguintes tratamentos:

e Grupo | (20 animais): animais imunizados por via oral com 100ug
do peptideo SBm7462 diluido em 50uL de agua milliQ q.s.p.;

e Grupo Il (20 animais): animais imunizados por via nasal com 100ug
do peptideo SBm7462 diluido em 50uL de agua milliQ g.s.p.;

e Grupo lll (20 animais): animais nao inoculados, utilizados como
doadores de baco;

e Grupo IV (20 animais): animais nao inoculados, utilizados para

obtengao de macrdéfagos peritoneais.

4.4. Eutanasia dos animais

Os animais foram eutanasiados de acordo com o Caédigo de Etica
Profissional do Meédico Veterinario, com os principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e com a legislacdo vigente, sendo o
projeto de pesquisa aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento
de Veterinaria da UFV (DVT/UFV), no processo n° 28/2006 e registrado
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na Pro-reitoria de Poés-Graduagdo da UFV sob o0 numero
21101155103/PPG/UFV. Todos os procedimentos técnicos foram
realizados por Médicos Veterinarios.

Aos nove, 15, 30 e 45 dias apdés a primeira imunizacdo, foram
eutanasiados cinco animais dos grupos | e I, para se proceder a coleta
das amostras. Os animais do grupo lll foram eutanasiados 24 horas antes
das coletas dos grupos | e Il, sendo eutanasiados cinco animais por
coleta. Os animais do grupo IV foram eutanasiados 24 horas antes de se

proceder aos estudos da AICD.

4.5. Coleta de sangue dos animais para a obtencao de soro

Os animais dos grupos |, Il e Il tiveram seu sangue coletado nas
datas citadas anteriormente. As amostras de sangue foram coletadas no
plexo retro-orbital, com os animais mantidos sob sedagdo com éter. O
sangue foi coletado em tubos de vidro sem anticoagulante e apos
coagularem, foram centrifugadas durante cinco minutos a 3500 rpm
(rotagbes por minuto), para se obter o soro dessas amostras. Os soros
foram aliquotados em tubos, com auxilio de pipetas Pasteur, identificados

e conservados a -20°C.

4.6. Pesquisa de anticorpos no soro por meio de ELISA indireto

Foi utilizado o teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) para a pesquisa de anticorpos no soro dos
animais imunizados nos grupos | e Il. As placas de ELISA foram
sensibilizadas com 1ug/pogo do antigeno SBm7462 diluido em solugéo de
tampao carbonato pH 9,6 (0,159g de Na,COs; 0,293g de NaHCO3; 100mL

de H,O milliQ g.s.p.), deixando-se adsorver a 4°C por um tempo médio de
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12 horas. Decorrido este periodo, as placas foram lavadas duas vezes
com solugdo de tampéo de lavagem (9,0g de NaCl; 0,5mL de Tween 20;
1000mL de H,O milliQ g.s.p.), e em seguida armazenadas em geladeira
por 24 horas. Em temperatura ambiente, adicionou-se nos pocos da placa
a solugao de bloqueio — caseina 2% em PBS pH 7,6 (4,25g de NaCl;
0,64g de NayHPO4; 0,068g de NaH,PO4.H,0; 500mL de H,O milliQ q.s.p.)
e deixou-se reagir por uma hora. Apds este periodo de tempo, as placas
foram lavadas duas vezes com solugdo de tampado de lavagem e,
posteriormente, adicionou-se 100uL/pogo dos soros dos animais diluidos
1:100 em tampéo de incubacédo (87,5 mL de PBS pH 7,6; 12,5 mL de
caseina 2% em PBS pH 7,6; 50uL de Tween 20) e deixou-se incubar por
duas horas a temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as placas
foram lavadas seis vezes com solugdo de tampé&o de lavagem. Procedeu-
se a incubacdo por duas horas, em temperatura ambiente, do anticorpo
secundario (IgG de coelho anti-lgG de camundongo conjugada com
peroxidase (titulo 1:40.000) diluido em tamp&o de incubacgéo, no volume
de 100uL/pogo. Apds esse periodo de incubacdo, as placas foram
lavadas novamente por seis vezes com solugdo de tampéao de lavagem e
adicionou-se a solugao reveladora no volume de 100uL/pogo, composta
de 20mL de solugdo de tampao substrato (7,19g de Na;HPO,; 5,19g de
acido citrico; 1000mL de H>O milliQ q.s.p.) e 4mg de O.P.D. (0-
fenildiaminobenzeno) e 2,5uL de peréxido de hidrogénio (H20,),
deixando-se reagir por um periodo de 20 minutos em local escuro. A
reacao foi interrompida adicionando-se 30uL/pogo de solugdo de acido
sulfurico 1:20.

A leitura das amostras foi feita em leitor de ELISA a 492nm. Para
discriminar o ponto de corte entre positivo e negativo, utilizou-se a média
dos valores dos controles negativos, acrescida de dois desvios-padrao.
Os valores foram expressos em médias de absorbancia para cada grupo,

individualmente.
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4.7. Isolamento de células esplénicas

ApoOs a eutanasia dos animais dos grupos | e I, eles foram
mergulhados em alcool 70% durante cinco minutos. Sob condigdes de
esterilidade em capela de fluxo laminar, retirou-se a pele do abdome de
cada animal e apds a incisdo dos musculos abdominais a cavidade
peritoneal foi exposta e retirou-se o baco, o qual foi imediatamente
colocado em meio de cultura RPMI-1640 incompleto mantido em gelo.
Todos os bacgos, obtidos de cada grupo separadamente, foram
macerados em malha metalica com auxilio de @émbolo de seringa plastica.
A suspensao obtida desse macerado de bacgos foi lavada trés vezes com
meio de cultura RPMI-1640 incompleto e tampao de lise de hemacias
ACK pH 7,2 (90mL de solugado A: NH4CI 0,15M e 10ml de solucao B: Tris
0,17M) na proporgao de 3:1 a 1500 rpm durante cinco minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspendido em meio de
cultura RPMI-1640 incompleto. Realizou-se a contagem das células

coradas com Azul de Tripan SIGMA®, em camara de Newbauer.

4.8. Separacado de linfécitos T

Suspensdes de células esplénicas podem ser fracionadas levando-
se em consideracao a sua capacidade de aderéncia diferencial as fibras
de nailon. A 37°C e na presenca de soro fetal bovino, linfocitos B se unem
avidamente a colunas de |a de nailon levando a uma efluente populagao
de linfocitos T virtualmente puros.

Foram colocados 600mg de |&a de nailon estéril em seringa de
plastico de 20mL, a qual foi lavada com meio DMEM contendo 5% de
SFB e, em seguida, incubada a 37°C por uma hora, em estufa com 5% de
CO,. Ap6s a incubacao, a coluna foi retirada da estufa e lavada

novamente com meio DMEM contendo 5% de SFB, para corrigir qualquer
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mudanca de pH ocorrida durante a incubagdo. Foram adicionados 2 mL
de suspensdo celular, na concentragdo de 5x10” linfocitos/mL,
provenientes dos grupos de animais inoculados com o peptideo sintético
SBm7462 (grupos | e Il, separadamente). A coluna foi tampada e
incubada por 45 minutos a 37°C em estufa com 5% de CO,, depois
lavada com 25 mL de meio DMEM completo contendo antibiético (sulfato
de gentamicina 50upg/mL), antimicético (anfotericina B 2,5ug/mL),
glutamina (2mM) e 10% de SFB, a 37°C. As células livres foram coletadas
e concentradas por centrifugacdo a 1300rpm a 4°C por 10 minutos.
Posteriormente, determinou-se o numero de linfocitos vidveis usando a
técnica de exclusdo pelo Azul de Tripan SIGMA®.

Para todas as coletas, aliquotas de células foram criopreservadas
usando-se solucéo de criopreservacao contendo 40% de albumina sérica
bovina a 20% e 60% de solucdo crioprotetora manipulada
(FARMOTERAPICA®), acrescida de 10% da solugdo final de
dimetilsulféxido (DMSO) e 2UI de heparina sédica/mL. Os criotubos foram
preenchidos na propor¢céo 1:1 (500uL da solugéo celular e 500uL da

solucgédo crioprotetora) e mantidos em freezer a -70°C.

4.9. Obtencéao de células apresentadoras de antigeno do baco

Apods a eutanasia dos animais do grupo lll, eles foram mergulhados
em alcool 70% durante cinco minutos. Sob condi¢des de esterilidade, em
capela de fluxo laminar retirou-se a pele do abdome de cada animal e,
apos incisdo dos musculos abdominais, a cavidade peritoneal foi exposta
e retirou-se o bacgo, o qual foi imediatamente colocado em meio de cultura
RPMI-1640 incompleto mantido no gelo. Os bagos foram macerados em
malha metalica com auxilio de émbolo de seringa plastica. A suspenséo

obtida desse macerado de bacgos foi lavada trés vezes com meio de
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cultura RPMI-1640 incompleto e tampao ACK pH 7,2 na proporgao de 3:1
a 1500 rpm durante cinco minutos a 4°C.

O sedimento obtido foi ressuspendido em meio RPMI-1640
incompleto e, em seguida, foram adicionados 50ug/mL de mitomicina C
SIGMA® na suspens&o celular com concentragdo 5x10” células/mL, para
ativa-las como células apresentadoras de antigenos (APCs). A solugao
celular foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,, durante 20 minutos,
evitando-se a exposicao direta a luz. Apos este periodo, fez-se uma
lavagem com meio RPMI-1640 com 5% de SFB, a 1200 rpm a 4°C,
durante 10 minutos. Repetiu-se o procedimento por duas vezes. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio de
cultura RPMI-1640 completo, contendo antibidtico (sulfato de gentamicina
50ug/mL), antimicético (anfotericina B 2,5ug/mL), glutamina (2mM) e 10%
de SFB. Realizou-se a contagem das células coradas com Azul de Tripan

SIGMA®, em camara de Newbauer.

4.10. Obtencao de linhagem de linfécitos T SBm7462-reativos

ApoGs a contagem das células esplénicas ativadas pela mitomicina
C, conforme descricdo no item anterior, as mesmas foram semeadas na
concentragdo de 6x10° APCs/poco, em placas de cultivo celular de 24
pocos, acrescidas de meio de cultivo RPMI-1640 completo e cultivadas
em estufa a 37°C com 5% de CO;, durante 24 horas. Decorrido este
tempo, foram adicionados os linfocitos T isolados dos animais imunizados
com o peptideo sintético, na concentragdo de 2x10° células/poco, em
placas de cultivo individuais para cada grupo (grupos | e Il). Acrescentou-
se também 1ug do peptideo sintético SBm7462/1x10°células,
completando-se com meio RPMI-1640 completo para um volume final de

2,5mL por pogo. As placas de cultivo foram incubadas por 10 dias em
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estufa a 37°C com 5% de CO,. Os meios de cultura foram trocados a

cada 48 horas.

4.11. Obtencéo de macréfagos peritoneais

ApOs a eutanasia dos animais do grupo IV, eles foram mergulhados
em alcool 70% durante cinco minutos. Em condigbes de esterilidade
retirou-se a pele do abdémen e inoculou-se na cavidade peritoneal 5mL
de solugao gelada de 10% de dextrose em meio RPMI-1640 incompleto.
Apoés a inoculagéo, fez-se massagem no peritbnio dos animais com a
ponta dos dedos durante quatro minutos e, em seguida, coletou-se o0 meio
inoculado com as células liberadas, passando-o imediatamente para
tubos de plasticos de poliestireno mantidos em gelo. A seguir, fez-se
lavagem das células com meio de cultura RPMI-1640 incompleto a 1500
rom, durante cinco minutos, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o
sedimento foi ressuspendido em meio RPMI-1640 completo. Foram
contadas as células coradas pelo Azul de Tripan SIGMA®, em camara de
Newbauer e, em seguida, foram semeadas em placas de cultivo celular
de 24 pocos, na proporgdo de 6x10°célula/poco. As placas foram

incubadas durante 24 horas em estufa a 37°C, com 5% de CO..

4.12. Avaliacédo da AICD

Os linfécitos T SBm7462-reativos, apos os 10 dias de cultivo em
estufa, foram incubados em placas de cultivo celular de 24 pogos, na
concentracdo de 2x10°linfécitos/poco, acrescidos de 6x10°macrofagos
peritoneais pré-tratados com 1ug de peptideo SBm7462/1x10°élulas
durante quatro horas. Todos os pogos foram preenchidos com meio de

cultivo RPMI-1640 completo até completar 2,5mL e as placas foram
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mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds o periodo de incubagao,
foram adicionados os diferentes agentes indutores ou inibidores da
apoptose, sendo que os linfécitos T SBm7462-reativos obtidos de cada
grupo animal imunizado foram subdivididos em tratamentos distintos, de
acordo com o esquema mostrado no quadro 1. Para o controle dos
agentes indutores ou inibidores de apoptose, em cada tratamento, foram
mantidos pogos onde os macréfagos nédo foram pré-tratados com
peptideo e também pocos onde ndo foram colocadas as respectivas
drogas. As dosagens dos agentes foram determinadas em pesquisas
realizadas na linha leucémica humana de linfécitos T CD4 Jurkat, a qual é
utilizada como modelo para estudo de AICD (RUIZ, 1997; SANCHEZ,
2004).

Quadro 1. Tratamentos com as drogas indutoras e inibidoras da AICD,
para os grupos | e ll, separadamente.

Mitramicina CHX DRB CsA
TRATAMENTO (50nM) | (10ug/mL) | (125uM) | (200ng/mL)
72h 10h 15h 24h
Linf. T SBm7462-reativos . . . .
0 peritoneais nao nao nao nao
Peptideo SBm7462
(Tratamento |)
Linf. T SBm7462-reativos . ) . .
0 peritoneais sim sim sim sim
Peptideo SBm7462
(Tratamento II)
Linf. T SBm7462-reativos . ) . .
0 peritoneais sim sim sim sim
(Tratamento III)

4.13. Viabilidade celular pelo método de exclusao pelo Azul de Tripan

Apos o periodo de incubacdo especifico para cada um dos

tratamentos citados acima, determinou-se a viabilidade celular dos
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linfécitos pelo método de exclusdo pelo Azul de Tripan SIGMA®. Aliquotas
de 20uL das culturas celulares foram coletadas individualmente,
acrescidas de 20uL de solugao de Azul de Tripan 0,4%, e colocadas em
camara de Neubauer. Apés 10 minutos de repouso e com auxilio
microscopio de luz, com objetiva de 40X, contou-se o numero de células
viaveis nos cinco quadrantes da camara, ajustando-se o fator de diluicao
para se obter o numero total de células viaveis. Para determinagédo da
porcentagem de viabilidade celular utilizou-se a seguinte formula:
Viabilidade Celular (%) = total de células viaveis + total de células viaveis

e nao viaveis x 100.

4.14. Preparacdes em citocentrifuga

Apos o periodo de incubacido especifico para cada um dos
tratamentos, os linfécitos foram coletados e concentrados por
centrifugacdo a 1500rpm por 5 minutos, a 4°C, e o sedimento
ressuspendido em meio RPMI-1640 completo. Os linfocitos tratados foram
depositados em |laminas de vidro apés centrifugacédo. As laminas foram
preparadas em citocentrifuga (modelo Cytofuge2-StatSpin) a 1300rpm por
10 minutos. Apds a centrifugagdo, as lédminas foram secas em

temperatura ambiente e fixadas em solugéo de paraformaldeido a 4%.

4.15. Deteccéo de apoptose pela coloracdo com Laranja de Acridina

As laminas, apos fixadas, foram coradas pela Laranja de Acridina
SIGMA®. Foram adicionados 30uL de solucdo de Laranja de Acridina
SIGMA® (10mg/mL) sobre cada lamina, cobrindo-a com uma laminula.
Imediatamente, fez-se a leitura em microscépio de fluorescéncia de luz

verde, com objetiva de 40X, contando-se as células apoptoticas e nao
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apoptéticas em 10 campos diferentes para cada lamina. O numero de
células apoptdticas para cada tratamento, em cada data de coleta de

cada grupo, foi expresso na forma de porcentagem.

4.16. Deteccao de apoptose pela técnica de TUNEL

Utilizou-se neste experimento o APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit
(INVITROGEN™)? que detecta a incorporagdo do BrdU aos sitios
terminais do DNA fragmentado por meio do anticorpo Alexa Fluor® 488
dye—labeled anti BrdU, o qual € conjugado com fluoresceina e permite
visualizagao diretamente por microscopio de fluorescéncia.

As laminas confeccionadas foram processadas seguindo-se o
protocolo indicado pelo fabricante do kit. As laminas foram lavadas em
solugéo de lavagem por cinco minutos e incubadas a 37°C por 60 minutos
em camara umida, para acao da solucdo DNA-Lable, composta por
tampao, TdTenzyme, RD_UTP e agua deionizada. Apos incubacao, as
laminas foram lavadas durante cinco minutos com o tamp&o de lavagem,
por duas vezes. Apds as lavagens, as laminas foram incubadas com o
anticorpo Alexa Fluor®, por quatro horas, em temperatura ambiente, em
camara umida protegida da luz. Depois, fez-se a incubagcdo com a
solucao reveladora de propridio iodide, por 30 minutos, em temperatura
ambiente, protegido da luz, recobrindo-se as laminas com uma laminula
de vidro. As laminas foram analisadas em microscoépio de fluorescéncia
de luz verde, com objetiva de 40X, contando-se 0 numero de linfocitos
positivos a reacdo de TUNEL em cinco campos diferentes para cada
lamina. O numero de células apoptdticas para cada tratamento, em cada

data de coleta, para cada grupo, foi expresso na forma de porcentagem.

2 APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit *with Alexa Fluor® 488 anti-BrdU* - Invitrogen Ltd.

53



4.17. Anélise estatistica

Com base nos valores dos numeros de linfécitos SBm7462-reativos
obtidos apés 10 dias de cultivo, para cada data de coleta, foram ajustadas
regressdes para cada grupo, utilizando-se o método quasi-Newton do
programa STATISTCA versao 6.0 (STATSOFT, 1996). Os modelos foram
escolhidos com base na significancia dos coeficientes de regressao, no
coeficiente de determinacdo e no comportamento do fenédmeno em
estudo.

As médias obtidas pelas técnicas de TUNEL, Laranja de Acridina e
Azul de Tripan foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e
posterior comparacdo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Realizou-se comparacéo entre as meédias obtidas em cada
grupo (I e Il), para cada época (nove, 15, 30 e 45 dias) em cada
tratamento (I, Il e lll); comparagao entre as médias de cada época, nos
trés tratamentos, para cada grupo individualmente; e comparagéo entre
as médias obtidas nas épocas nove e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento e para cada grupo individualmente.

Para um melhor acompanhamento da agcéo das drogas, analisou-
se a porcentagem de viabilidade celular no Tratamento Il (linfécitos T
SBm7462-reativos + 0 peritoneais + peptideo sintético SBm7462 + Droga)
apos diferentes horas, para cada droga em particular, em ambos os
grupos. As meédias obtidas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e posterior comparacao pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. As médias obtidas em cada grupo (I e IlI) foram
comparadas para cada época (nove, 15, 30 e 45 dias), nas diferentes
horas, e, compararam-se as médias de cada época, nas diferentes horas,
em cada grupo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

programa Sistemas para Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG, 1993).
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados do teste de ELISA

O quadro 2 apresenta as médias de absorbancia optica obtidas no
ELISA indireto das amostras em duplicatas de cada um dos cinco animais
eutanasiados em cada data de coleta, para cada grupo imunizado com o
peptideo sintético SBm7462.

A leitura das amostras foi feita em leitor de ELISA a 492nm e, para
discriminar o ponto de corte entre positivo e negativo, utilizou-se a média
dos valores de absorbancia dos controles negativos (0,188), acrescida de
dois desvios-padrao (0,0078951). O ponto de corte (PC) estabelecido foi
0,203 sendo os valores acima deste considerados como positivos.

Para a data de coleta do dia 9, somente um animal do grupo | foi
positivo e no grupo Il dois animais foram positivos. Para as datas 15 e 30,
somente o grupo Il apresentou animais com reagao positiva em duas e
uma amostras, respectivamente. Na coleta do dia 45, somente um animal

do grupo | foi positivo, e no grupo I, trés animais foram positivos.

55



Quadro 2. Numero animais positivos para o ELISA indireto, para os grupo
| e Il, seguindo-se as dadas de coleta.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
(dias) (oral) (nasal)

09 1 2

15 0 2

30 0 1

45 1 3

Total de animais positivos 2 8

5.2. Estabelecimento da linhagem de linfécitos T SBm7462-reativos

O cultivo celular a partir da suspensao de células esplénicas de
camundongos BALB/c imunizados com o peptideo sintético SBm7462,
proporcionou culturas celulares formadas por populagdes de células
homogéneas, as quais proliferaram ativamente em suspensdo. Em
esfregacos confeccionados com essas células e corados por Giemsa,
observaram-se células com o formato arredondado e com caracteristicas
fenotipicas de linfécitos, tais como nucleo volumoso e citoplasma

€SCasso.

5.3. Comprovacdo da natureza especifica dos linfécitos T para o
peptideo sintético SBm7462.
As culturas celulares dos linfocitos T isolados de cada grupo

imunizado, separadamente, apds 10 dias de cultivo e acompanhando-se
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as datas de coleta (nove, 15, 30 e 45 dias apds a primeira imunizacao), a
partir de uma concentragdo celular inicial de 2x10°células, apresentaram
proliferacéo e reprodutibilidade “in vitro”.

Os valores obtidos experimentalmente e as curvas obtidas por
analise de regressao, do numero de linfécitos T SBm7462-reativos, nos
grupos | e Il, em fungcdo do tempo, apresentaram um comportamento
cubico, seguindo a equagdo y = a + bx + cx? + dx°, conforme mostra a

figura 1.

Numero de linfécitos (milhdes)

O I T T T 1
0 9 15 30 45

Datas de coleta (dias)

®  Grupol1 y=2,0554%*+15517%*x—0,0667**x> +0,0012**x* (r> = 0,99)

A Grupo2 y=22988**+17747**x—0,0585%*x> +0,0010**x*(r> = 0,99)

Figura 1. Curvas de regressdao do numero de linfécitos T SBm7462-
reativos (numero de linfécitos em milhdes), nos grupos | e Il, em fungéo
do tempo.
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Observa-se na figura 1 que houve aumento do numero de
linfécitos, para os grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta, sendo
que ocorreu maior proliferagdo nas datas de coleta apdés a segunda
imunizacido dos animais.

Para todas as datas de coleta, o grupo Il (imunizacdo nasal)
apresentou uma maior proliferacdo celular “in vitro”, apos o estimulo com
0 peptideo sintético SBm7462, estatisticamente significativa ao teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

5.4. Efeito das drogas indutoras da AICD

5.4.1. Mitramicina

Os valores das médias das porcentagens de viabilidade de
linfocitos T SBm7462-reativos, por meio da técnica do Azul de Tripan, nos
diferentes tratamentos e épocas de coletas, apds 72 horas de estimulo
com mitramicina estao representados no quadro 3.

Para as datas de coleta 30 e 45, no tratamento Il, o grupo |
apresentou um valor médio de porcentagem de viabilidade celular maior
que o grupo I, indicando que no grupo |l ocorreu um maior numero de
morte celular apds a época 30 dias, que corresponde a nove dias apods a
segunda imunizagao.

As diferencas estatisticas observadas nas comparacbes das
médias entre os trés tratamentos, para cada época, nos dois grupos,
permite observar que ocorreu uma maior indugdo da morte celular nos
tratamentos onde a droga mitramicina foi administrada (tratamentos |l e
[ll). Os tratamentos |, Il e lll apresentaram diferengas entre si para ambos

OS grupos.
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Quadro 3. Médias de porcentagem de viabilidade de linfocitos T SBm7462-
reativos nos diferentes tratamentos e épocas de coletas, apés 72 horas de
estimulo com Mitramicina, pela técnica do Azul de Tripan.

Datas de coleta

Grupo |

Grupo I

TRATAMENTO (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
| 9 96,12 Aaa 9565 Aaa
15 88,81 Aaa 88,80 Aaa
Linf. T SBm7462-r
8 peritoneais 30 66,67 Aab 66,67 Aab
Peptideo SBm7462 45 64,79Aab 62,38Aab
I 9 8222 Aba 8256 Aba
Linf. T SBm7462-r 15 63,73 Aba 63,98 Ab a
0 peritoneais 30 51,18 Ab b 51,30 Abb
Peptideo SBm7462
Mitramicina 45 36,84 Abb 38,78 Ab b
m 9 4933 Aca 4921 Aca
15 48,72 Aca 4454 Ac a
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 4249 Acb 36,84Bcbh
Mitramicina 45 37,34 Ab b 3167BcbH

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagcdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

No tratamento | houve o reconhecimento do peptideo pelas células

e indugdo da AICD dos linfocitos T SBm7462-reativos, que aumentou

progressivamente com o tempo, seguindo as datas de coleta apos as

imunizacgdes.

O tratamento II, no qual houve o estimulo de indug&o dos linfocitos

T por meio do peptideo sintético e a acdo da droga mitramicina, foi o

tratamento onde o numero médio de porcentagem de viabilidade celular

foi menor, indicando que ocorreu tanto morte celular por AICD (por
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reconhecimento do peptideo pelos linfécitos T SBm7462-reativos), como
pela agao da droga.

No tratamento Ill, houve morte celular por agdo da droga; porém,
esse numero foi menor quando comparado com o tratamento Il, onde
ocorreu agao da droga e o estimulo de indugao pelo peptideo.

Quando comparadas as meédias de porcentagem de viabilidade
celular entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada tratamento,
para os dois grupos individualmente, observou-se que houve diferenca
estatistica entre as médias das épocas, sendo que os valores médios nas
épocas 30 e 45 dias foram sempre 0os menores quando comparados com
as épocas 9 e 15 dias, para todos os trés tratamentos, indicando que
houve um maior numero de morte celular nas culturas apdés a segunda
data de imunizacgéo.

No quadro 4 estdo representadas as médias da porcentagem de
viabilidade dos linfocitos T SBm7462-reativos cultivados no tratamento I,
em diferentes horas apds o estimulo com mitramicina.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias dos valores de
porcentagem de viabilidade celular nos grupos | e Il, exceto para os 30 e
45 dias apos 72 horas de estimulo com a droga, o que ja foi discutido
previamente.

Com relagédo aos valores de porcentagem de viabilidade celular
para cada época (9, 15, 30 e 45 dias) nas trés diferentes horas (24, 48 e
72), pode-se observar que houve diferenga estatistica entre as médias
apoés 24 horas, quando comparadas com as médias de 48 e 72 horas. A
diminuicdo no valor da viabilidade celular, observado estatisticamente,
indica que a morte celular ocorre apos 24 horas de contato das culturas
celulares com a droga mitramicina; porém, o numero de mortes se
intensificou apos 48 horas, e os menores valores de porcentagem de

viabilidade celular ocorreram apds 72 horas desse contato.
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Quadro 4. Viabilidade de linfécitos T SBm7462-reativos, no tratamento I,
em diferentes horas apds o estimulo com Mitramicina, pela técnica do

Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
HORAS (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
9 81,13 Aa 81,82 Aa
15 64,66 A a 71,84 Aa
24 30 4881 Aa 55,36 A a
45 46,33 A a 48,72 A a
9 45,68 Ab 4498 Ab
15 4478 A b 43,69 Ab
48 30 42,82 Ab 42,49 Ab
45 40,77 A b 4111 ADb
9 49,33 Ab 4921 Ab
15 48,72 A b 44 54 A b
72 30 4249 Ab 36,84 B c
45 37,34 Ac 31,67 Bc

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na linha, nao diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo entre os grupos. Médias
seguidas pelas mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacdo de cada época, nas diferentes
horas, dentro de cada grupo.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptéticas, por
meio da técnica do Laranja de Acridina, nos diferentes tratamentos e
épocas de coletas, apo6s 72 horas de estimulo com mitramicina estao
representados no quadro 5.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e I, nas diferentes épocas de coleta,

para os trés tratamentos, exceto para a época 9, no tratamento lll.
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Quadro 5. Médias de porcentagem de células apoptéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apdés 72 horas de estimulo com Mitramicina,

pela técnica do Laranja de Acridina.

Datas de coleta Grupo | Grupo I

TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptéticas) apoptéticas)
| 9 18,70Ab a 18,02Aba
15 17,44 Ab a 12,88 Ab b

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 15,64 Aca 17,86 Aca
Peptideo SBm7462 45 23,48 Aca 23,63Aca
I 9 22,72Abb 20,40 Ab b
Linf. T SBM7462-r 15 36,62Abb 35,62Abb
0 peritoneais 30 31,01 Aba 32,76 Ab a

Peptideo SBm7462

Mitramicina 45 62,89 Aba 65,83 Aba
m 9 3750Aaa 3281Bab
15 38,177Aab 39,65Aab

Linf. T SBm7462-r
8 peritoneais 30 4146 Aaa 42,86 Aaa
Mitramicina 45 7228 Aaa 72,83Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

As diferencas estatisticas observadas nas comparagboes das
meédias em cada época, entre os trés tratamentos, nos dois grupos,
permite observar que ocorreu um maior efeito da droga mitramicina,
induzindo a morte celular, nos tratamentos onde ela foi administrada
(tratamentos Il e lll), sendo que no tratamento Il foi o que apresentou as
maiores das médias de porcentagem de células apoptoéticas.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células

apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
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tratamento, para os dois grupos individualmente, observou-se que houve
diferenca estatistica entre as médias das épocas 9 e 30, no tratamento |,
no grupo Il, entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, nos tratamentos Il
e lll, para ambos os grupos, sendo que os valores médios nas épocas 30
e 45 dias foram sempre os maiores, para todos os trés tratamentos,
indicando que houve um maior numero de morte celular as culturas
celulares coletadas apds a segunda data de imunizagao.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptéticas, por
meio da técnica de TUNEL, nos diferentes tratamentos e épocas de
coletas, apds 72 horas de estimulo com mitramicina estdo representados
no quadro 6.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e I, nas diferentes épocas de coleta,
para os trés tratamentos.

As diferencas estatisticas observadas nas comparacbes das
médias em cada época, entre os trés tratamentos, nos dois grupos,
permite observar que ocorreu um maior efeito da droga mitramicina,
induzindo a morte celular, nos tratamentos onde ela foi administrada
(tratamentos Il e 1ll), sendo que o tratamento Ill foi o que apresentou as
maiores das medias de porcentagem de células apoptéticas.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, observou-se que houve
diferenca estatistica entre as médias das épocas 9 e 30, no tratamento |,
no grupo Il, entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, nos tratamentos Il
e lll, para ambos os grupos, sendo que os valores meédios nas épocas 30
e 45 dias foram sempre os maiores, para todos os trés tratamentos,
indicando que houve um maior numero de morte celular as culturas

celulares coletadas apds a segunda data de imunizagao.
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Quadro 6. Médias de porcentagem de células apoptoticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apdés 72 horas de estimulo com Mitramicina,

pela técnica de TUNEL.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il

TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptoéticas) apoptoéticas)
| 9 12,70 Ab a 13,12Aba
15 15,24 Ab a 16,28 Ab b

Linf. T SBm7462-r
8 peritoneais 30 16,20Aca 17,63 Aca
Peptideo SBm7462 45 19,45Aca 18,38 Aca
I 9 22,35Aab 20,40Aab
Linf. T SBM7462-r 15 2526 Aab 26,51Aab
0 peritoneais 30 31,110Aba 3254 Aba

Peptideo SBm7462

Mitramicina 45 4293 Ab a 4592 Ab a
m 9 2425Aab 2214 Aab
15 2926 Aab 30,56 Aab

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 41,35Aaa 43,79 Aaa
Mitramicina 45 52,28 Aaa 5493 Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, na
coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo de
cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na
coluna, nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao
entre as médias de 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

5.4.2. Cicloheximide

Os valores das médias das porcentagens de viabilidade de
linfécitos T SBm7462-reativos, por meio da técnica do Azul de Tripan, nos
diferentes tratamentos e épocas de coletas, apds 10 horas de estimulo
com a droga cicloheximide estao representados no quadro 7.

O grupo Il, para a data de coleta 45 dias, nos tratamento Il e lll,
apresentou valores médios de porcentagem de viabilidade celular

diferentes estatisticamente e menores do que os do grupo |, indicando
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que no grupo Il ocorreu um maior numero de morte celular apos a época

45 dias, que corresponde a 15 dias apds a segunda imunizagéo.

Quadro 7. Médias das porcentagens de viabilidade de linfocitos T SBm7462-
reativos nos diferentes tratamentos e épocas de coletas, apés 10 horas de
estimulo com Cicloheximide, pela técnica do Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo I
TRATAMENTO (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
| 9 57,84 Aab 50,99 Aab
15 73,85Aab 71,90Aab
Linf. T SBm7462-r 30
0 peritoneais 7045 Aaa 72,13 Aaa
Peptideo SBm7462 45 9440Aaa 9461Aaa
I 9 4409 Ab a 4287 Ab a
Linf. T SBmM7462-r 15 36,19 Ach 33,33Abb
0 peritoneais 30 37, 75Abb 33,98 Acbh
Peptideo SBm7462
CHX 45 71,52Aba 66,88 B b a
m 9 57,33Aab 62,86 Aaa
15 50,84 Ab b 5464 Abb
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 69,41 Aaa 62,39Aba
CHX 45 80,01 Ab a 73,38Bb a

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

No tratamento | houve o reconhecimento do peptideo pelas células
e indugao da AICD dos linfocitos T SBm7462-reativos. No tratamento I,
houve morte celular por acdo da droga cicloheximide; porém, quando

comparada as médias desse tratamento com as do tratamento |, ocorreu
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diferenga significativa somente para as datas 15 e 45 dias, e 0 maior
numero de mortes ocorreu no tratamento onde a droga foi administrada.

O tratamento II, no qual houve o estimulo de indug&o dos linfocitos
T por meio do peptideo sintético e a acdo da droga cicloheximide, foi o
tratamento onde o numero médio de porcentagem de viabilidade celular
foi menor, indicando que ocorreu tanto morte celular por AICD (por
reconhecimento do peptideo pelos linfocitos T SBm7462-reativos), como
pela agao da droga.

Na comparagdo entre os valores médios porcentagem de
viabilidade celular de cada época (9, 15, 30 e 45 dias) entre os
tratamentos (I, Il e Ill), observou-se diferenga estatistica em todas as
datas de coleta em todos os trés tratamentos, nos grupos | e I,
separadamente. Os maiores valores foram encontrados no tratamento |,
no qual a droga ndo foi ministrada. O tratamento Il, onde a droga
cicloheximide foi administrada juntamente com o peptideo sintético, foi
onde se obtiveram os menores valores médios de porcentagem de
viabilidade celular.

Comparando-se as datas de coleta no tratamento |, pode-se
observar que houve diferenca estatistica entre as médias dos dias 9 e 30
e 15 e 45, para ambos os grupos. Os maiores valores foram aos 45 dias,
que corresponde a 15 dias apds a segunda data de imunizagéo.

Para ambos os grupos, no tratamento Il, as diferengas significativas
observadas na comparacao entre as datas de coletas indicam que houve
uma diminuicdo na viabilidade celular na época 30, que corresponde a
nove dias apds a segunda imunizacgao.

No tratamento Il houve diferencga significativa entre as datas 9 e 30
e 15 e 45 dias para o grupo | e entre 15 e 45 dias para o grupo |l.

No quadro 8 estdo representadas as médias da porcentagem de
viabilidade dos linfécitos T SBm7462-reativos cultivados no tratamento 11,

em diferentes horas apds o estimulo com a droga cicloheximide.
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A diferenca observada em todas as datas de coleta (9, 15, 30 e
45), em ambos o0s grupos, mostra que o0s menores valores de
porcentagem de viabilidade celular se encontram apdés 10 horas,
indicando que apds esse periodo de contato com a droga cicloheximide
ocorreu um maior numero de morte celular.

N&do houve diferenca significativa entre os grupos | e Il em
nenhuma das datas de coleta, para ambas as horas, exceto para o dia 45,

para hora 10, ja discutido previamente.

Quadro 8. Viabilidade de linfécitos T SBm7462-reativos do tratamento I,
em diferentes horas apos o estimulo com Cicloheximide, pela técnica do
Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
HORAS (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
9 51,22 A a 50,82 A a
15 54,64 A a 51,55 Aa
05 30 67,21Aa 65,67 A a
45 89,01 Aa 87,65 A a
9 4409 A b 42,87 Ab
15 36,19A b 33,33ADb
10 30 37,75 Ab 33,98 Ab
45 71,52 Ab 66,88 B b

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias
seguidas pelas mesmas letras minusculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacdo de cada época, nas diferentes
horas, dentro de cada grupo.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptoticas, por
meio da técnica de Laranja de Acridina, nos diferentes tratamentos e
épocas de coletas, apos 10 horas de estimulo com a droga cicloheximide

estao representados no quadro 9.
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Quadro 9. Médias de porcentagem de células apoptoticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 10 horas de estimulo com Cicloheximide,

pela técnica do Laranja de Acridina.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptoéticas) apoptoéticas)
| 9 8,80Aba 9,27 Aba
15 7,56 Aba 10,90 Ab a
Linf. T SBm7462-r 30
0 peritoneais 790Aaa 7,47 Aaa
Peptideo SBm7462 45 11,66 Aaa 10,27 Ab a
I 9 11,95A ab a 13,04 Aab a
Linf. T SBm7462-r 15 17,16 Aaa 16,85 Aaa
0 peritoneais 30 13,48 Aaa 12,11 Aaa
Peptideo SBm7462
CHX 45 1261 Aaa 14,73 Aab a
m 9 17,23 Aaa 16,13 Aaa
15 15,92 Aab a 15,88 Aaa
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 13,00 Aaa 12,55 Aaa
CHX 45 16,20Aaa 16,75A a a

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagcdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,
para os trés tratamentos.

Na comparacdo das meédias em cada época, entre os trés
tratamentos, nos dois grupos, ndo houve diferengca estatistica para a
maioria das médias, exceto para as das épocas 9 e 45, em ambos os
grupos, com o tratamento | apresentando os menores valores de

porcentagem de células apoptdticas.
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Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, também n&o observou-
se que houve diferengca estatistica entre as médias nos diferentes
tratamentos.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptoticas, por
meio da técnica de TUNEL, nos diferentes tratamentos e épocas de
coletas, apds 10 horas de estimulo com a droga cicloheximide estado

representados no quadro 10.

Quadro 10. Médias de porcentagem de células apoptdéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 10 horas de estimulo com Cicloheximide,
pela técnica de TUNEL.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptoéticas) apoptoéticas)
| 9 8,98 Aba 9,18 Aba
15 8,12Aba 9,02Aaa
Linf. T SBm7462-r 30
0 peritoneais 10,29 Ab a 10,27 Aa a
Peptideo SBm7462 45 11,36 Aaa 12,13 Aaa
I 9 951Aba 9,14 Aba
Linf. T SBm7462-r 15 10,16 Aaa 11,65Aaa
0 peritoneais 30 12,15Aaa 12,87 Aaa
Peptideo SBm7462
CHX 45 11,13Aaa 13,73 Aab a
m 9 14,17 Aaa 15,63 Aaa
15 958Aab 998Aab
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 13,98 Aaa 12,65Aaa
CHX 45 1460Aaa 1525Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.
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Nao houve diferenca estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,
para os trés tratamentos.

Na comparagdo das meédias em cada época, entre os ftrés
tratamentos, nos dois grupos, nao houve diferenca estatistica para a
maioria das médias, exceto para as das épocas 9, 15 e 30, no grupo | e 9
e 15 no grupo Il. Para ambos os grupos, os tratamentos | e Il
apresentaram o0s menores valores de porcentagem de células
apoptoticas.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, somente observou-se
que houve diferenca estatistica entre as médias dos dias 15 e 45, no

tratamento Ill, em ambos os grupos.

5.5. Efeito das drogas inibidoras da AICD

5.5.1. Benzamida ribésido

Os valores das médias das porcentagens de viabilidade de
linfécitos T SBm7462-reativos, por meio da técnica do Azul de Tripan, nos
diferentes tratamentos e épocas de coletas, apds 15 horas de estimulo
com a droga benzamida ribésido, estao representados no quadro 11.

Tanto no tratamento Il quanto no tratamento Ill, para a época 9
houve diferencga significativa entre os grupos | e I, sendo que as maiores
médias foram as do grupo |.

Para as médias de porcentagem de viabilidade celular das coletas
dos dias 9 e 30 ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos | e
[1l, mas ambos diferiram do tratamento Il. O dia 9 do tratamento | obteve a

menor média e o dia 30 a maior. Para o dia 15, todos os tratamentos
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diferiram entre si. As maiores médias foram observadas nos

tratamentos Il e lll, nos quais havia a presenga da droga.
As diferengas significativas observadas nos trés tratamentos, em
ambos os grupos, quando comparadas as datas 9 e 30 dias e 15 e 45

dias, mostram que os maiores valores foram os dos dias 9 e 45.

Quadro 11. Médias das porcentagens de viabilidade de linfécitos T SBm7462-
reativos nos diferentes tratamentos e épocas de coletas, apés 15 horas de

estimulo com Benzamida Ribosido, pela técnica do Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
TRATAMENTO (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
| 9 83,93 Aba 81,67 Aaa
15 59,78 Acb 57,39 Acb
Linf. T SBm7462-r 30
0 peritoneais 68,93 Abb 67,64 Abb
Peptideo SBm7462 45 9164Aaa 90,53 Aaa
I 9 86,21 Aba 77,55Bba
Linf. T SBm7462-r 15 63,30 Abb 61,09Abb
0 peritoneais 30 7586 Aab 7250Aaa
Peptideo SBm7462
DRB 45 93,33Aaa 9194 Aaa
m 9 9404 Aaa 8167Bba
15 9213 Aaa 92,86 Aaa
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 69,74 Abb 70,64 Aab
DRB 45 9427 Aaa 9167Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagcdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

No quadro 12 estdo representadas as médias da porcentagem de
viabilidade dos linfécitos T SBm7462-reativos cultivados no tratamento |,

em diferentes horas apds o estimulo com a droga benzamida ribosido.
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Para as comparagbes das medias entre os grupos, o grupo Il
apresentou diferenca estatistica para as médias dos dias 9 e 15, apds 5

horas de tratamento com DRB.

Quadro 12. Viabilidade de linfocitos T SBm7462-reativos do tratamento Il,
em diferentes horas apdés o estimulo com Benzamida Ribésido, pela
técnica do Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
HORAS (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
9 88,19 A a 80,30B b
15 91,24 Aa 88,64 B a
05 30 74,42 A a 7419 Aa
45 91,04 Aa 90,52 Aa
9 89,71 Aa 88,98 A a
15 53,60 Ac 52,46 Ac
10 30 67,06 Ab 66,78 Ab
45 93,94 Aa 91,25 Aa
9 86,21 Aa 77,55Bb
15 63,30 A b 61,09ADb
15 30 75,86 A a 72,50 A a
45 93,33Aa 91,94 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na linha, nao diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacdo entre os grupos. Médias
seguidas pelas mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacdo de cada época, nas diferentes
horas, dentro de cada grupo.

No grupo Il houve diferenga entra as médias do dia 9 para as trés
diferentes horas. A média obtida na coleta do dia 15 apresentou diferenca
estatistica para os trés tratamentos (5, 10 e 15 horas).

Para ambos os grupos as médias do dia 30 dos tratamentos 5 e 15
horas difere do tratamento 10 horas. Pode-se inferir que mesmo a droga

DRB atuando de forma a inibir a morte celular, esta ainda ocorreu.
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Os valores das médias de porcentagem de células apoptéticas, por
meio da técnica de Laranja de Acridina, nos diferentes tratamentos e
épocas de coletas, apos 15 horas de estimulo com a droga DRB estéao

representados no quadro 13.

Quadro 13. Médias de porcentagem de células apoptoéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 15 horas de estimulo com Benzamida
Ribosido, pela técnica do Laranja de Acridina.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il

TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptéticas) apoptéticas)
| 9 15,57 Aaa 17,01 Aaa
15 12,80Aaa 13,39 Aaa

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 15,58 Aaa 15,82 Aaa
Peptideo SBm7462 45 10,99 Aaa 1201Aaa
I 9 12,63 Aab a 14,66 A ab a
Linf. T SBM7462-r 15 9,96 Aaa 10,27 A ab a
0 peritoneais 30 1490 A aa 15,64 Aaa

Peptideo SBm7462

DRB 45 12,78 Aa a 13,28 Aaa
m 9 9,52Aba 11,07 Aba
15 10,86 Aa a 12,80 Aaa

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 1428 Aaa 16,81 Aaa
DRB 45 14,18 Aaa 1430 Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagédo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem

de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,

para os trés tratamentos. Na comparacido das meédias em cada época,

entre os trés tratamentos,
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estatistica para a maioria das médias, exceto para a época 9, em ambos
0os grupos, do tratamento Ill, que apresentou a menor média de
porcentagem de células apoptéticas, sendo que o tratamento Il n&o diferiu
do tratamento | e nem do Ill. Entdo os tratamentos | e Il diferiram entre si.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptéticas, por
meio da técnica de TUNEL, nos diferentes tratamentos e épocas de
coletas, apdés 15 horas de estimulo com a droga Benzamida Ribdsido

estao representados no quadro 14.

Quadro 14. Médias de porcentagem de células apoptéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 15 horas de estimulo com Benzamida
Ribésido, pela técnica de TUNEL.

Datas de coleta Grupo | Grupo I

TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptéticas) apoptéticas)
| 9 09,02Aaa 10,71Aaa
15 11,20Aaa 10,98 Aaa

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 12,64 Aaa 12,22 Aaa
Peptideo SBm7462 45 11,25Aaa 11,12Aaa
I 9 11,73 Aab 10,98 Aab
Linf. T SBmM7462-r 15 1296 Aaa 12,67 Aaa
0 peritoneais 30 1490 A aa 15,68 Aa a

Peptideo SBm7462

DRB 45 12,31 Aaa 12,82 Aaa
m 9 956 Aab 10,17 Aab
15 10,23 Aaa 11,20Aaa

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 13,30 Aaa 14,18 Aaa
DRB 45 12,48 Aaa 12,43 Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagcédo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.
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N&o houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,
para os trés tratamentos e nem na comparagcdo das médias em cada
eépoca, entre os trés tratamentos, nos dois grupos.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, somente observou-se
diferenca estatistica entre as médias de 9 e 30 dias, tratamentos Il e llI,

em ambos 0s grupos.

5.5.2. Ciclosporina A

Os valores das médias das porcentagens de viabilidade de
linfocitos T SBm7462-reativos, por meio da técnica do Azul de Tripan, nos
diferentes tratamentos e épocas de coletas, apds 24 horas de estimulo
com a droga Ciclosporina A estao representados no quadro 15.

Houve diferenga estatistica entre os grupos | e Il para as médias do
dia 45, no tratamento | e do dia 15 nos tratamentos Il e 1.

Houve diferenca estatistica entre as datas de coletas, nos trés
tratamentos diferentes, em ambos os grupos. As maiores médias de
porcentagem de viabilidade celular se encontram no tratamento Il.

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos | e lll, para
todas as épocas do grupo | e também para a maioria das épocas do
grupo Il. Ambos os tratamentos diferiram do tratamento |l.

No tratamento | houve o reconhecimento do peptideo pelas células
e inducdo da AICD dos linfécitos T SBm7462-reativos. Nos tratamentos
onde a droga CsA foi aplicada (tratamentos | e Il) ocorreu morte celular,

sendo os valores observados muito proximos daqueles do tratamento
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onde a droga nao foi administrada e a morte celular se deu somente por
AICD.

Quadro 15. Médias das porcentagens de viabilidade de linfocitos T SBm7462-
reativos nos diferentes tratamentos e épocas de coletas, apés 24 horas de
estimulo com Ciclosporina A, pela técnica do Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
TRATAMENTO (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
| 9 57,89Aba 5763 Aaa
15 61,41Abb 61,50Abb
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 56,01 Aba 57,69Aba
Peptideo SBm7462 45 88,28 Aba 85,16 Bb a
I 9 66,29 Aab 67,47 Aab
Linf. T SBmM7462-r 15 7765Aab 72,16 Bab
0 peritoneais 30 81,11 Aaa 80,96 Aaa
Peptideo SBm7462
CsA 45 89,72Aaa 89,98 Aaa
m 9 58,82Abb 59,62Aab
15 68,79Abb 66,35Bb b
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 76,09 Aba 7841 Aaa
CsA 45 93,37 Ab a 92,26 Aab a

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

No tratamento | houve diferenca entre os dias 15 e 45, para ambos
os grupos. Nos tratamentos Il e Ill, houve diferenca entre 9 e 30 dias e
entre 15 e 45 dias, para ambos os grupos, sendo que as maiores médias

foram observadas em 30 e 45 dias.
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No quadro 16 estdo representadas as médias da porcentagem de
viabilidade dos linfocitos T SBm7462-reativos cultivados no tratamento |I,
em diferentes horas apds o estimulo com a droga Ciclosporina A.

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos 12 e 24 horas
para os dias 9 e 45, em ambos 0s grupos e para o dia 15 somente no

grupo I.

Quadro 16. Viabilidade de linfocitos T SBm7462-reativos do tratamento Il,
em diferentes horas apds o estimulo com Ciclosporina A, pela técnica do
Azul de Tripan.

Datas de coleta Grupo | Grupo |l
HORAS (dias) (% de viabilidade) | (% de viabilidade)
9 56,94 Ab 52,06 Ab
15 81,88 Ab 82,52 A a
12 30 84,26 A a 80,08 A a
45 88,07 A a 83,04 Ab
9 66,29 A a 67,47 A a
15 77,65Aa 72,16 B a
24 30 81,11 Aa 80,96 A a
45 89,72 A a 89,98 A a

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias
seguidas pelas mesmas letras minusculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacédo de cada época, nas diferentes
horas, dentro de cada grupo.

As maiores médias de porcentagem de viabilidade celular foram
observadas em 24 horas, podendo-se inferir que a agdo da droga
Ciclosporina A como inibidora da morte celular ocorreu mais
evidentemente apds 12 horas.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptoticas, por

meio da técnica do Laranja de Acridina, nos diferentes tratamentos e
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épocas de coletas, apds 24 horas de estimulo com a droga Ciclosporina A

estado representados no quadro 17.

Quadro 17. Médias de porcentagem de células apoptdéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 24 horas de estimulo com Ciclosporina A,
pela técnica do Laranja de Acridina.

Datas de coleta Grupo | Grupo I

TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptéticas) apoptéticas)
| 9 11,05Aba 11,37 Ab b
15 10,28 Ab a 12,27 Aba

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 12,92 Aba 15,69Bb a
Peptideo SBm7462 45 13,12Aba 14,89Aba
I 9 22,77 Aaa 2348Aaa
Linf. T SBm7462-r 15 16,87 Aab b 19,15Aab
0 peritoneais 30 26,05Aaa 2561Aaa

Peptideo SBm7462

CsA 45 2947 Aaa 30,08 Aaa
m 9 19,59 Aab 2091 Aab
15 2229Aab 2497 Aab

Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 27,27 Aaa 2529 Aaa
CsA 45 26,65Aaa 28,75Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparacao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagéo entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.

Nao houve diferenca estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,

para os trés tratamentos.
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Na comparagdo das meédias em cada época, entre os ftrés
tratamentos, nos dois grupos, houve diferenca estatistica para todas as
médias, em ambos o0s grupos, sendo que o tratamento Il ndo diferiu do
tratamento Ill, mas ambos diferiram do tratamento |, que apresentou as
menores medias.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, somente houve
diferenca estatistica entre as médias de 9 e 30, no tratamento | € entre 15
e 45 tratamento Il e entre 9 e 30 dias e 15 e 45 dias para o tratamento llI,
sendo as menores médias as das épocas 9 e 15.

Os valores das médias de porcentagem de células apoptéticas, por
meio da técnica de TUNEL, nos diferentes tratamentos e épocas de
coletas, apos 24 horas de estimulo com a droga Ciclosporina A estao
representados no quadro 18.

Nao houve diferenga estatistica entre as médias de porcentagem
de células apoptoticas nos grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta,
para os trés tratamentos e nem na comparagdo das médias em cada
época, entre os trés tratamentos, nos dois grupos, exceto para a época 30
do tratamento | que diferiu do tratamento Ill, mas n&o do Il.

Quando comparadas as médias de porcentagem de células
apoptoticas entre as épocas 9 e 30 dias e 15 e 45 dias, em cada
tratamento, para os dois grupos individualmente, somente observou-se
diferenca estatistica entre as médias de 9 e 30 dias, tratamentos Il e lll,

em ambos os grupos.
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Quadro 18. Médias de porcentagem de células apoptdéticas nos diferentes
tratamentos e épocas de coletas, apds 24 horas de estimulo com Ciclosporina A,

pela técnica de TUNEL.

Datas de coleta Grupo | Grupo Il
TRATAMENTO (dias) (% de células (% de células
apoptoéticas) apoptoéticas)
| 9 9656Aaa 9195Aaa
15 9,88Aaa 10,02Aaa
Linf. T SBm7462-r 30
0 peritoneais 11,28 Aaa 10,98 Ab a
Peptideo SBm7462 45 10,62Aaa 11,29Aaa
I 9 8,36 Aab 9,18 Aab
Linf. T SBm7462-r 15 10,37 Aaa 10,15Aaa
0 peritoneais 30 13,16 Aaa 1451 Aaa
Peptideo SBm7462
CsA 45 10,97 Aaa 11,12Aaa
m 9 8,79Aab 9,35Aab
15 10,22 Aaa 11,27 Aaa
Linf. T SBm7462-r
0 peritoneais 30 12,27 Aaa 12,68 Aab a
CsA 45 11,34 Aaa 11,79 Aaa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre os grupos. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade, para comparagcdo de cada época, nos trés tratamentos dentro de cada grupo.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas e italicas, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, para comparagao entre as médias de 9 e 30 dias e
15 e 45 dias, dentro de cada tratamento, dentro de cada grupo.
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6. DISCUSSAO

O ELISA indireto aqui usado ja havia apresentado bons resultados
em trabalhos anteriores com o peptideo SBm7462, devido a sua boa
sensibilidade e especificidade (PIMENTEL, 2002; PATARROYO et al.,
2002; SALES-JUNIOR et al., 2005). Tais autores observaram que ocorreu
um aumento nos valores de absorbancia apds a segunda imunizagdo com
o peptideo.

A nao deteccado de niveis significativos de imunoglobulinas pode
ser pelo fato de que a resposta apos a primeira inoculagcédo corresponde a
uma resposta imune primaria, na qual se tem a estimulagdo de clones de
linfocitos B reativos ao peptideo pela primeira vez, com a produgao
indetectavel de imunoglobulinas (PORTELA, 2000). Pode-se considerar,
também, que somente duas imunizacbes ndo foram suficientes para
induzir uma resposta imune mais eficiente, com altos niveis de
imunoglobulinas, sendo necessario a realizagdo de mais imunizagdes.
Alguns autores encontraram um pico de IgG apds a terceira imunizagao
como o peptideo sintético SBm7462 (PORTELA, 2000; PIMENTEL, 2002;
SALES-JUNIOR et al., 2005).

Alguns autores sugerem que a imunizagdo por via oral requer

doses maiores e administracdes repetidas, devido a instabilidade dos
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antigenos e o ambiente proteolitico e acido do estdmago (HIRABAYASHI
et al., 1990). Outros autores também citam que a imunizagdo oral € um
procedimento que requer uma quantidade maior de antigenos para poder
ultrapassar a barreira do trato gastrintestinal (MOWAT, 1994; KE & KAPP,
1996; SUN et al., 1999; GABITUS, 2001). Muitos antigenos séo pouco
imunogénicos quando administrados por via mucosa, provavelmente
porque falham ao interagir efetivamente com o tecido linféide associado
as mucosas (AIZPURUA & RUSSELL-JONES, 1988). LEHNER et al.
(1993) destacaram a influéncia das rotas de imunizagdo no repertorio de
epitopos induzidos, mostrando sua importancia para o desenho de
peptideos sintéticos.

As vias de mucosa oral e nasal podem ser consideradas vias
alternativas para a imunizagao com o peptideo sintético SBm7462, porém,
a imunizagao por essas vias parece requer um maior numero de doses
para induzir uma resposta imune com altos niveis de imunoglobulinas. A
via nasal foi a apresentou melhores resultados para a imunizagédo com o
peptideo sintético SBm7462.

A natureza especifica dos linfocitos T foi confirmada pelo aumento
no numero de células apds re-estimulacdo “in vitro” com o peptideo
sintético SBm7462, podendo-se considerar esses como clones afins, uma
vez que os linfocitos selecionados para gerar a memdéria imunoldgica
possuem uma alta afinidade pelo antigeno, apdés um contato primario
(SPRENT, 1997).

SANCHEZ (2004) utilizando da mesma metodologia também
obteve uma linhagem de linfécitos T SBm7462-reativos apds cultura e re-
estimulo “in vitro” de linfécitos isolados de animais imunizados por via
subcutanea, com somente duas inoculagdes do peptideo sintético
SBm7462.

Como observado na figura 1, houve aumento do numero de
linfocitos, para os grupos | e Il, nas diferentes épocas de coleta, sendo

que ocorreu maior proliferagdo nas datas de coleta apdés a segunda
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imunizagcdo dos animais e para todas as datas de coleta, o grupo Il
(imunizagé&o nasal) apresentou uma maior proliferagdo celular “in vitro”,
apdés o estimulo com o peptideo sintético SBm7462, estatisticamente
significativa ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

HIRABAYASHI et al. (1990) propdéem que a rota nasal € mais viavel
que a oral, pois o trato respiratéorio € um ambiente menos acido e
proteolitico e também menos colonizado por microrganismos. A maior
proliferacdo de linfécitos T de memodria obtidos neste trabalho com os
animais imunizados por via nasal corrobora os estudos desses autores
que mostraram que esta via € uma rota viavel para a administragcao de
antigenos. LEHNER et al. (1993) destacaram a importancia da rota de
imunizacdo para o desenho de peptideos sintéticos usados para
imunizacgao via nasal.

A AICD ocorre nas células T apds o reconhecimento do antigeno
pelo TCR ou por exposi¢cao a mitdégenos (GREEN & SCOTT, 1994), e as
células T que sofrem AICD apresentam as mudangas morfolégicas tipicas
associadas a apoptose (JANSSEN et al., 2000), o que foi observado tanto
para técnica de Laranja de Acridina como pela técnica de TUNEL.

OWEN-SCAUB et al. (1992) demonstraram que isolados frescos de
linfécitos T esplénicos sao relativamente resistentes a indugdo de AICD
desenvolvida via TCR, embora a pré-ativacdo via complexo TCR/CD3 as
torna susceptiveis. Como a AICD de células T depende do estado de
ativagdo da célula, células T ativadas recentemente s&o resistentes a
inducdo de apoptose, e esta resisténcia inicial precede a um posterior
fendtipo sensivel (SCAFFIDI et al., 1999). Sendo assim, pode-se observar
que independente da técnica aplicada (Azul de Tripan, Laranja de
Acridina ou TUNEL) e dos tipos de tratamento (I, Il e lll), os valores de
morte celular apresentaram-se de forma crescente, acompanhando-se as
datas de coleta. Os valores de morte celular obtidos na data 09 dias
sempre foram menores, quando comparados com os valores da data 45

dias, onde sempre ocorreu um maior valor de morte celular.
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No presente trabalho ndo se teve como objetivo comparar as
diferentes técnicas de determinagdo da porcentagem de viabilidade
celular (Azul de Tripan) e de determinagdo da porcentagem de células
apoptéticas (Laranja de Acridina e TUNEL), pois cada uma segue uma
metodologia distinta. Também nao se comparou a agéo das drogas entre
si, pois cada uma também age de forma diferente no maquinario celular e,
em tempos de exposicoes diferentes.

Nos tratamentos onde a droga mitramicina foi administrada ocorreu
maior indu¢ao da morte celular e o grupo | apresentou maior porcentagem
de viabilidade celular que o grupo I, indicando que no grupo Il ocorreu um
maior numero de morte celular apds a época 30 dias, que corresponde a
nove dias apds a segunda imunizagdo. Para ambos os grupos, houve um
maior numero de morte celular para as coletas realizadas apos a segunda
data de imunizagéo (épocas 30 e 45 dias).

Houve o reconhecimento do peptideo pelas células e ocorreu a
inducdo da AICD dos linfécitos T SBm7462-reativos, aumentando
progressivamente com o tempo, apos as imunizagdes. Nos tratamentos
onde houve o estimulo de indugao dos linfécitos T por meio do peptideo
sintético e a agdo da droga mitramicina, a porcentagem de morte celular
foi maior quando comparado com o tratamento onde houve somente o
estimulo pelo peptideo, indicando que ocorreu tanto morte celular por
AICD (por reconhecimento do peptideo pelos linfécitos T SBm7462-
reativos), como pela acdo da droga. Houve também morte celular
somente por agdo da droga mitramicina; porém, em numero menor
quando comparado com os tratamentos onde ocorreu agao da droga e o
estimulo de inducéao pelo peptideo.

A diminuicdo no valor da viabilidade celular foi observado
estatisticamente apds 24 horas de contato das culturas celulares com a
droga mitramicina; porém, o numero de mortes se intensificou apos 48
horas, e os menores valores de porcentagem de viabilidade celular

ocorreram apos 72 horas desse contato.
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A diminuicdo no valor da viabilidade celular e 0o aumento na
porcentagem de mortes por apoptose observados estatisticamente nas
culturas celulares com a droga mitramicina apos 72 horas de contato
indica que houve agao indutora da droga induzindo a apoptose.

RUIZ (1997) constatou que a partir de 8 horas de contato com a
mitramicina ja ha uma redugcdo nos niveis do mRNA de c-myc, que
desaparece apds 15 horas de tratamento, entretanto, o papel de c-myc na
indugcao de apoptose parece ser dual, sendo dependente do tipo celular e
do agente indutor. CHATTERJEE et al. (2001) descreveram a inibicao da
expressado do gene c-myc nas primeiras 24 horas de contato de culturas
de neurénios com a droga mitramicina.

Em todos os tratamentos deste trabalho onde a droga mitramicina
foi administrada ocorreu morte celular, provavelmente por inibicdo da
expressédo de c-myc. A expressao do gene c-myc é necessaria para o
processo de apoptose (EVAN et al, 1992) e a fungdo do c-Myc é
requerida para AICD em células T (GENESTIER et al, 1999). Foi
demonstrado por alguns autores que a expressao de c-myc é fundamental
para proteger as células da indugcédo da apoptose (THULASI et al., 1993;
FISCHER et al., 1994). HUEBER et al. (1997) reportaram que a apoptose
induzida por c-myc requer a expressao de Fas e FasL.

Embora a sintese de macromoléculas seja considerada essencial
para a morte celular por apoptose, considera-se que de acordo com o
sistema celular utilizado experimentalmente e a presencga de inibidores da
sintese protéica pode levar a prevencdo ou a estimulacdo da apoptose
(LEMAIRE et al., 1999).

SANCHEZ (2004) utilizando uma linhagem de linfocitos T
SBm7462-reativos obtidos de animais imunizados por via subcutanea,
observou que a droga cicloheximide ndo induziu a morte celular, pois ndo
houve diferenga estatistica entre os tratamentos ela foi administrada.
RUIZ (1997) em seus estudos também constatou que CHX nao bloqueou

a indugao de apoptose.
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Os efeitos da CHX sobre a indugdo da apoptose leva a sugestao
de que a maquinaria apoptética pode ser constitutivamente expressa de
uma forma latente, sob baixa restricdo de proteinas ou de fatores anti-
apoptéticos (LEMAIRE et al., 1999).

Neste trabalho, houve o reconhecimento do peptideo pelas células
e ocorreu a indugao da AICD dos linfécitos T SBm7462-reativos. Nos
tratamentos onde a droga CHX foi administrada ocorreu maior indugéo da
morte celular. O Tratamento Ill apresentou os maiores valores de
porcentagem morte celular para ambos os grupos.

A CHX possivelmente agiu inibindo a sintese de proteinas celulares
ou aumentando da expressao de Fas, pois em linfécitos T maduros, a
apoptose induzida por falta de fatores de crescimento e a AICD sao
mediadas via caspases (DE ALBORAN et al., 2003) e, portanto,
necessitam da expressao de FasL (HUEBER et al.,1997). A AICD ocorre
por mecanismos que envolvem o sistema Fas apés estimulacdo do TCR
(SCAFFIDI et al., 1999).

Na presenga de CHX ocorre uma diminuicdo progressiva da
quantidade total de RNA em culturas celulares, provavelmente como
reflexo da diminui¢ao da viabilidade celular (EFRAT & KAEMPFER, 1984).
Estudos realizados por SHI et al. (1989) mostraram que a sintese de
proteinas € um pré-requisito para inducdo de apoptose em hibridomas de
células T.

A dualidade dos efeitos da Cicloheximide ja foi descrita por varios
autores em hibridomas de células T (MARTIN et al., 1990;
MEISENHOLDER et al., 1996; RUIZ, 1997), en cultivos primarios de
hepatdcitos (BLOM et al., 1999) e em neurdnios (MAROTTA et al., 2002),
sendo que os mecanismos pelos quais a CHX induz a apoptose ainda nao
sdo bem entendidos.

TSUCHIDA et al. (2002) sugerem que dependendo da
concentracdo de CHX, seus efeitos sdo diversos e freqientemente nao

relacionados com a inibicdo da sintese de proteinas. A preservacdo da
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morte celular na presenga de CHX tem sido atribuida ao fato dela interferir
em processos ativos, através da inibicdo da sintese de produtos de genes
de morte, como também o aumento da expressdao de moléculas
envolvidas na via mitocondrial, incluido os Bcl-2.

A diminuicdo no valor da viabilidade celular foi observado
estatisticamente neste trabalho apdés 10 horas de contato das culturas
celulares com a droga CHX e observou-se que a data de coleta 42 dias
apresentou os maiores valores de porcentagem de morte celular tanto
apos 05 como em 10 horas desse contato.

BLOM et al. (1999), utilizando cultura primaria de hepatécitos e
administracao de CHX, observaram que a morte celular se iniciava a partir
de 2 horas da adicao de CHX, alcangando valores maximos apds 4 horas
em concentragdes de 100uM, e constataram que nao havia diferenga na
intensidade da morte celular com o uso de concentracdes maiores.

Para ambos os grupos, os tratamentos onde a droga DRB foi
administrada (tratamentos Il e Ill) apresentaram as maiores médias de
viabilidade, porém esses nao diferiram dos tratamentos onde a droga nao
foi administrada, podendo-se inferir que mesmo quando a droga DRB foi
administrada visando inibir a morte celular, esta ainda ocorreu.

N&o houve diferengca estatistica também entre as médias de
porcentagem de células apoptoticas nos grupos | e I, nas diferentes
épocas de coleta, para os trés tratamentos com DRB.

O DRB inibe a sintese de mRNA (LAUB, et al., 1980; MARTIN et
al., 1998); porém, alguns trabalhos tém mostrado que o uso de DRB nao
inibe a morte por apoptose em alguma linhagens celulares (RUIZ, 1997)
e, dependendo da dose administrada pode induzir um processo de
apoptose dose-dependente (RAUKO et al., 2001).

SANCHEZ (2004) ja havia demonstrado que linfocitos T SBm7462-
reativos apresentaram a AICD mediada por uma via independente da
calcineurina, sob a qual a CsA deveria agir de forma inibitéria, bem como

também inibir a expressao de FasL (ANEL et al.,1994).
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No presente trabalho, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos | e lll, para todas as épocas do grupo | e também para a
maioria das épocas do grupo Il, porém, ambos os tratamentos diferiram
do tratamento Il. No tratamento | houve o reconhecimento do peptideo
pelas células e indugao da AICD dos linfécitos T SBm7462-reativos.

Nos tratamentos onde a droga CsA foi aplicada (tratamentos | e II)
ocorreu morte celular, sendo os valores observados muito proximos
daqueles do tratamento onde a droga nao foi administrada e a morte
celular se deu somente por AICD, indicando que a CsA nao foi eficaz na
inibicdo da apoptose.

A CsA inibi a expressao de FasL pela inibicdo do fator de atividade
nuclear (NF-AT - nuclear factor of activated) de células T (BRUNNER et
al., 1996; LATINIS et al., 1997). Ela também pode bloquear a ativacao e
transcricdo do gene da IL-2 (WIEDERRECHT et al., 1993; RUIZ, 1997),
como também a apoptose induzida a través do TCR (FRUMAN et al.,
1992). Entretanto NGUYEN & RUSSELL (2001) mostraram que algumas
células T que expressaram altos niveis de FasL podem entrar em
processo de AICD, enquanto que outras que expressam baixos niveis de
FasL s&o sensiveis a AICD, sugerindo que a susceptibilidade da AICD
nao esta correlacionada com a cinética de “up” ou “down-regulation” de
FasL. Portanto, pode deduzir que a AICD induzida pelo peptideo sintético
SBm7462 foi mediada por uma via independente da calcineurina e da
cinética de regulacédo do FasL, ndo sendo expressivos os efeitos da droga
ciclosporina A.

Em alguns dos métodos avaliados ndo houve diferenga estatistica
entre os grupos, tal fato pode ter justificativa relacionada ao ato de
imunizagao, pois quando os animais foram inoculados por via nasal, uma
parte da vacina pode ter sido absorvida pelo BALT e outra parte pode ter
sido incorporada pelas estruturas linféides presentes na faringe e nas
tonsilas, estruturas comuns as duas vias mucosas, tanto oral quanto

nasal, podendo-se ainda considerar que nho momento em que o animal
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inalava a vacina administrada por via nasal, uma fragcao dela poderia ter
sido aspirada pela via digestoria, sendo posteriormente absorvida pelos
constituintes do GALT, aceitando-se que a natureza dos linfocitos possua
algumas caracteristicas comuns com relacdo a resisténcia ou
sensibilidade a AICD.

Os resultados observados neste trabalho apds o tratamento com
as diferentes drogas mostram que apos o re-estimulo com o antigeno,
houve respostas diferentes em relagdo a sensibilidade dos linfécitos a
AICD. Como os linfécitos usam varios mecanismos para iniciar a morte
celular, tanto os receptores de morte quanto o desequilibrio entre
proteinas pré e anti-apoptdticas sao responsaveis pela morte dos
linfécitos antigeno-especificos (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003). A
re-estimulagdo com o antigeno marca as células de memoria a
expressarem altos niveis de FLIP, um inibidor de apoptose mediada por
Fas, tornando as células resistentes a AICD. Também a alta expressao de
CD43 nessas células contribui para sua resisténcia a apoptose via Fas
(CHEN et al., 2003).

CRITCHFIELD et al. (1995) afirmam que o estabelecimento de
clones de células T nado transformadas podem selecionar variantes que
diferem daquelas presentes nos 6rgaos linfoides periféricos. ZHANG et al.
(1997) comentam quem ha diferencas na susceptibilidade a AICD entre
clones de células Th1 e Th2 e que uma das desvantagens da selecgao in
vitro € justamente a obtengdo de células que s&o relativamente
resistentes a morte celular.

Conforme SANCHEZ (2004) ja havia demonstrado em seu modelo
experimental de cultura in vitro de linfécitos obtidos de camundongos
BALB/c inoculados com o peptideo sintético SBm7462 por via
subcutanea, 0s linfécitos T  SBm7462-reativos  expressam
constitutivamente a maquinaria necessaria para a indugao de apoptose

apos ativagao com o peptideo sintético. Pode-se observar que o peptideo
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sintético SBm7462 induz a AICD dos linfocitos T SBm7462-reativos, os
quais sao clones afins para este antigeno.

Deve-se considerar também que a AICD de linfocitos pode estar
relacionada ao numero de doses ou aplicagées do imundgeno, a natureza
do imundgeno e a via de inoculacao, fatores que podem influenciar na
cinética de uma resposta imune. Assim, mais estudos s&o necessarios
para avaliar a indugcéo de apoptose em 6rgéos linféides apds a inoculagéo

de imundgenos sintéticos, além do perfil de citocinas produzidas.
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7. CONCLUSOES

As vias de mucosa, oral e nasal, podem ser consideradas vias
alternativas para a imunizagado com o peptideo sintético SBm7462.
A via nasal foi a apresentou melhores resultados para a
imunizagao com o peptideo sintético SBm7462.

Os linfocitos T SBm7462-reativos obtidos neste trabalho se
comportam como linfécitos T de memodria, clones altamente afins
que proliferaram apés o re-estimulo in vitro.

Os linfécitos T SBm7462-reativos obtidos dos animais imunizados
por via nasal apresentaram uma maior proliferagao celular in vitro,
apos re-estimulagao.

Ocorreu indugao da morte celular por inibicdo da expressao do c-
myc , apos estimulo via TCR e por acao da droga mitramicina.
Ocorreu indugao da morte celular por aumento da expressao de
Fas, apds estimulo via TCR e por agao da droga cicloheximide.

A droga benzamida ribosido nao inibiu a apoptose e AICD induzida
pelo peptideo sintético SBm7462.

A AICD induzida pelo peptideo sintético SBm7462 foi mediada por
uma via independente da calcineurina e da cinética de regulacao

do FasL, ndo sendo expressivos os efeitos da droga ciclosporina A.
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