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RESUMO

A esporotricose é uma infec¢cdo micotica provocada pelo fungo dimérfico
Sporothrix schenckii, causando em geral lesdes subcutaneas nodulares e/ou
ulcerativas que se proliferam via linfatica, porém em raros casos pode provocar
infeccao sistémica. O 6xido nitrico (NO) é sintetizado através da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) em macréfagos ativados. Por outro lado, as
citocinas exercem papel importante em todo o processo de ativagcao das células
T e pode influenciar diretamente na resposta imunoldgica, juntamente com os
compostos intermediarios do nitrogénio. Para melhor avaliar a inter-relacao
entre as respostas inata, adaptativa, celular e humoral esse trabalho analisou
varios mediadores como a iNOS (arginina marcada por tricio), NO (teste de
Griess), citocinas ( teste imunoenzimatico), transformacao linfocitaria
(incorporacao da timidina triciada) e deteccao de IgG (teste imunoenzimatico).
Observou-se que o NO produzido a partir da iINOS causou uma
imunossupressao entre a quarta e sexta semana de infeccéo, levando a uma
depressdo na producao de algumas citocinas como a IL-1 e o TNF-a, além de
inibir a proliferacao das células T nas mesmas semanas. A IL-12 como o IFN-y
sao importantes mediadores da resposta imune celular tipo Th1 e em conjunto
com a IL-2 parecem ser produzidos como uma tentativa de protecdo do
hospedeiro contra a doenca. Por outro lado, a IL-10 parece estar relacionada
com a suscetibilidade a infeccdo. Para reverter esse quadro da doenca fungica
a IL-6 e a IL-4 podem vir a induzir uma resposta humoral verificada pela
producdo de anticorpos nas semanas finais da infeccdo e por fim, levar a
remissao da infeccdo experimental por S. schenckii.

Palavra chave: Oxido nitrico, citocinas e Sporothrix schenckii
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a micotic infection desease caused by dimorphic fungus
Sporothrix schenckii, causing in general subcutaneous nodulares and/or
ulcerative lesions that proliferate through lymphatic vessels, however in rare
cases sistémic can provoke infection. The nitric oxide (NO) is synthezed through
of the enzyme nitric oxide sintase induzivel (iINOS) in activated macrophages.
On the other hand, the cytokines exert important role in all the process of
activation of cells T and can to influence directly in the immunological response,
together with intermediate composites of nitrogen. The evaluation between the
innate, adaptativa, cellular and humoral response this work were analyzed
several mediators as iINOS (arginine H®, NO (Griess reagent), cytokines
(immunoenzimatic assay), lymphatic transformation (incorporation of timidine-
H®) and detection of IgG (immunoenzimatic assay). We observed that NO the
produced from iNOS caused an immunossupression between the fourth and
sixth week of infection leading to a depression in the production of some
cytokines as the IL-1B and TNF-a, besides inhibiting the proliferation of cells T
in the same weeks. The IL-12 as the IFN-y is important mediators of the cellular
Th1 response and together with IL-2 seem to being produced as a protection
host attempt against the disease. On the other hand, the IL-10 seems to be
related with the susceptibility to the infection. To revert this immunological
response IL-6 and IL-4 can come to induce an humoral response verified by the
antibodies production in the infection final weeks and finally, lead the

experimental infection remission by S. schenckii.

Key word: Nitric oxide, cytokines and Sporothrix schenckii



I. INTRODUCAO

1.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose € uma doenca de distribuicdo mundial, sendo
mais comum nas regides de clima temperado e tropical. A maioria dos
casos € encontrada no México, América Central e América do Sul
(PAPPAS et al., 2000; DE ARAUJO et al., 2001). Atualmente, o Japéo e a
América do Norte sdo também considerados areas endémicas (BARROS et

al., 2004).

E provocada pelo fungo Sporothrix schenckii (S. schenckii), um
fungo dimoérfico, pertencente a classe dos Hyphomycetes, presente na
natureza como bolor, na forma miceliar, constituido de hifas septadas,
hialinas, com conidios lateralmente na hifa ou em grupos no final de
conidiéforos. Quando se desenvolve a 37°C, in vitro ou em tecidos, cresce
na forma de levedura, em muitos casos redondas, ovais ou em forma de
charuto e se reproduz por brotamento (GORI et al., 1997; MENDEZ-

TOVAR et al., 2004).

O habitat natural do fungo S. schenckii sao plantas, arbustos,
solo, materiais sob condicbes ambientais adequadas de temperatura e
umidade, representando os principais reservatérios. A doenca afeta
pessoas de qualquer idade, sexo ou raca e nao precisa de fatores pré-

disponentes para se desenvolver, porém é mais comum em homens



adultos, devido a sua exposi¢cao ocupacional e recreacional. As pessoas
mais suscetiveis sao aquelas ligadas a certas ocupagdes como
fazendeiros, jardineiros, floristas, horticultores, mineradores e outros
profissionais em contato com o solo e plantas (MATTER et al.,1984; DIAS,

1989; BELKNAP, 1989; NEYRA et al., 2005).

A infeccao é adquirida através da implantacao cutanea, em geral
através de pequenos traumas com materiais contaminados com matéria
organica do solo, através de ferimentos causados por fragmentos de vidro,
pedras, vegetacao, espinhos de roseira, ferimentos com feno contaminado.
A transmissao zoonética também tem sido relatada, através de picadas ou
arranhdées de animais contaminados (como roedores, peixes, passaros,
insetos, répteis). O periodo de incubacao varia de 3 dias a 12 semanas,
com média de 3 semanas (BELKNAP, 1989; LOPES et al., 1992;

KAJIWARA et al., 2004).

Ocasionalmente, ha relatos da transmissdo da esporotricose
felina para 0 homem. Profissionais como veterinarios, técnicos e, sobretudo
os donos dos gatos estdo mais expostos em adquirir a micose. O potencial
zoonoGtico da esporotricose felina foi considerado nos anos 80. A maioria
desses casos é relatada em d&reas de condicdes socioeconOmicas
desfavoraveis das grandes cidades (BARROS et al., 2001; BARROS et al.,

2004).



Mais raramente, o fungo pode ser inalado, aspirado ou ingerido,
produzindo infeccao sistémica em individuos suscetiveis (RIPON, 1982;

MATTER et al., 1984; BELKNAP, 1989; LOPES et al., 1992).

A localizacdo mais freqliente da esporotricose € a pele e tecidos
subcutaneos, podendo se limitar ao local de inoculagdo do fungo ou se
espalhar pelo sistema linfatico. No inicio da infeccdo, as lesées aparecem
como uma papula que gradativamente aumenta tornando-se nodular e

freqientemente ulcera (KAUFMANN, 1999; LYON et al., 2003).

As diferentes formas clinicas descritas para essa micose
subcutanea sao produzidas de acordo com o estado imunolégico do
hospedeiro. A capacidade da resposta imune celular do hospedeiro
determina o grau de invasao pelo fungo patogénico (ALBORNOZ et al.,
1986). As formas mais graves da esporotricose, recentemente, tém sido
associadas a pacientes imunocomprometidos, como aqueles infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sugerindo que o S.
schenckii € um patégeno oportunista emergente (AL-TAWFIQ & WOOL,
1998; GORI et al., 1997; DE ARAUJO et al., 2001; NASCIMENTO et al.;

2005).

Atualmente, tem-se voltado a atengdo aos componentes do
fungo que possam estar envolvidos no reconhecimento e na indugdo da
resposta imune. Os mecanismos de viruléncia do fungo sdo pouco
conhecidos, mas sugere-se que a termotolerdncia, as enzimas

extracelulares e polissacarideos estejam envolvidos. As enzimas



extracelulares como as fosfatases acidas, produzidas pelo fungo, parecem
desempenhar papel importante na interacao das células leveduriformes de
S. schenckii com os macréfagos (HOGAN et al., 1996; NASCIMENTO et
al., 2005).

No fungo S. schenckii, a forma leveduriforme possui uma fina
camada de complexo peptidico-polissacarideo na superficie celular
(ALVIANO et al., 1982). Em relacdo a composicao dos antigenos do S.
schenckii, o peptideo-polissacarideo é composto de polissacarideo
constituido de ramnose, manose, galactose. A ramnose desempenha um
papel importante na reacdo do tipo imediata, enquanto que a porcao
peptidica esta envolvida nas reacoes tardias (SHIMONAKA et al., 1975). O
peptideo-ramnomanana, isolado da forma leveduriforme do fungo, pode
estar envolvido na viruléncia do fungo (LLOYD & BITTON, 1971; CARLOS
et al.,, 1999). A fagocitose das células leveduriformes pelos macréfagos
peritoneais é inibida in vitro pela galactomanana e ramnomanana
purificadas da superficie celular do S. chenckii (ODA et al., 1983).

A composicao de carboidratos da parede celular do fungo esta
relacionada a viruléncia dos conideos em diferentes tempos de cultivo.
Verificou-se que os conideos cultivados por um menor periodo de tempo
foram mais virulentos e que em sua superficie havia maior proporcao de
ramnomanana em relacdo a manose (FERNANDES et al., 1999).

O componente lipidico da parede celular desempenha um papel

importante na patogénese desta micose inibindo o processo fagocitico



através da elevada liberacao de éxido nitrico (NO) e do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) em culturas de macrofagos (CARLOS et al., 2003).

Moléculas de acido sidlico também foram encontradas na
superficie de S. schenckii e podem ter um papel na patogenicidade deste
fungo, devido ao fato que as formas saprofiticas tém menos residuos de
acido sialico em sua superficie que as formas infectantes. As formas de S.
schenckii que tiveram seus residuos de acido sialico removidos
enzimaticamente sdo mais suscetiveis a fagocitose (ALVIANO et al., 1999).

Muito pouco € conhecido sobre as interagdes moleculares do S.
schenckii com a superficie das células do hospedeiro. Recentes estudos
demonstraram que o fungo é capaz de se prender a varias proteinas da
matriz extracelular como a fribronectina, laminina e colageno do tipo Il
(FIGUEIREDO et al., 2004).

A produgéo de melanina ou de produtos relacionados a melanina
pelo fungo parece também estar relacionada a sua infectividade. As cepas
produtoras de melanina mostraram-se menos suscetiveis a agdo de
intermediarios de nitrogénio e oxigénio do que as cepas nao produtoras de
melanina (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000; MORRIS-JONES et al.,
2003).

Os antigenos da superficie celular do fungo S. schenckii,
presentes tanto na fase miceliar quanto na leveduriforme, induzem a

producao de anticorpos (CASTILLO et al., 1990).



Os exoantigeno do fungo S. schenckii sdo antigenos celulares
liberados no meio de cultura e que podem estar relacionados a resposta
imune gerada na infeccao fungica (POLONELLI & MORACE, 1982). Em
estudos realizados por CARLOS et al.,, 1992, a resposta ao antigeno
soluvel de S. schenckii foi avaliada em camundongos com infeccao
esporotricotica sistémica. A via de entrada do fungo e a profundidade de
inoculagdo do mesmo podem estar relacionadas a infectividade do S.
schenckii (TACHIBANA et al., 1998).

A infeccdo experimental pode ser facilmente induzida em
camundongos pela injecao intraperitoneal ou intratesticular de células
leveduriformes. Dentro de 10 dias desenvolve-se peritonite ou orquite
grave. A doenca pode se disseminar produzindo lesdes destrutivas nos
0Ss0s e outros 6rgaos, levando a morte, geralmente dentro de trés a quatro
semanas (RIPPON, 1982; RESTREPO-GUTIERREZ et al., 1993).

Os macréfagos desempenham um importante papel no sistema
imune como célula apresentadora de antigeno. Sao os primeiros a
reconhecer o invasor e produzir uma variedade de moléculas efetoras,
incluindo TNF-a,, IL-1, IL-6 e NO (SORIMACHI et al., 1999).

Em modelo experimental utilizando camundongos temos
desenvolvido uma infecgédo sistémica com a inoculacdo intraperitoneal do
fungo S. schenckii. A reagéao de hipersensibilidade tardia (in vivo) e o teste
de transformacgao linfocitaria (in vitro) mostraram que a resposta imune

celular desses animais esta deprimida entre a 4 e a 6 semanas de



infeccdo, quando as células do bago destes animais foram estimuladas
com um antigeno soluvel obtido a partir do fungo em sua forma
leveduriforme (CARLOS et al.,, 1994). Neste periodo também se pdde
observar um aumento na multiplicacdo fungica no figado e baco dos
camundongos infectados. Essa depressdao na imunidade freqientemente
indica um agravamento da infeccdo, com maior comprometimento do
hospedeiro (CARLOS et al., 1992, CARLOS et al., 1999). Esta deficiéncia
na imunidade celular em camundongos infectados pelo S. schenckii pode
em parte, ser devida a geracao anormal de interleucina-1 (IL-1) e fator de
necrose tumoral o (TNF-o) pelos macréfagos ativados, prejudicando assim
a amplificacao da resposta imune (CARLOS et al., 1994).

A eliminacdo de microrganismos por macréfagos depende da
fagocitose e da liberacdo de agentes toxicos, tais como compostos
intermediarios do oxigénio e nitrogénio e considerando o papel
desempenhado pelas citocinas em toda a resposta imunoldgica, nosso
laboratério tem demonstrado que o composto lipidico extraido da parede
celular de S. schenckii inibiu completamente a fagocitose apresentada por
macréfagos peritoneais, e todo esse processo de inibicdo esta intimamente

relacionado com NO e a citocina TNF-a (CARLOS et al., 2003).



1.2 SISTEMA IMUNOLOGICO E OXIDO NIiTRICO

O sistema imunolégico € um notavel sistema de adaptagao para
defesa que evoluiu nos vertebrados para protegé-los de microorganismos
patogénicos invasores. E capaz de gerar um grande nimero de células e
moléculas que podem especificamente ou inespecificamente eliminar uma
variedade aparentemente ilimitada de agentes invasores. Essas células e
moléculas agem em conjunto proporcionando uma rede dindmica
primorosamente adaptavel (GOLDSBY et al., 2000; CHARALAMPOS et al.,
2005). Entre elas destacam-se neutréfilos, macrofagos, mondcitos com
papel essencial na atividade fagocitica e apresentadora de antigeno.

(HUFFNAGLE et al., 2003; McCORMACK et al., 2003; ROMANI, 2004).

Os macro6fagos desempenham importante papel na resposta
imune, seja por atuarem como células apresentadoras de antigenos ou por
produzirem e liberarem mediadores inflamatérios e quimiotaticos. Também
atuam como primeira linha de defesa do hospedeiro pela liberacdo de um
grande numero de fatores, incluindo os intermediarios reativos do
nitrogénio, como o NO, um potente mediador das respostas imune e
inflamatéria (HIBBS et al., 1988; JOHNSTON, 1988; LASKIN et al., 1994).

As células dendriticas, altamente especializadas, capturam e
processam o0s antigenos, expressam moléculas co-estimuladoras para os
linfécitos, migram para os érgaos linfoides e secretam citocinas para iniciar

a resposta imune. Sao consideradas as principais células apresentadoras



de antigenos e desempenham papel crucial na iniciacao da resposta imune
primaria. Na esporotricose, as células dendriticas podem desempenhar um
papel fundamental na resposta imune, através da produgcdo de IL-12,
direcionando uma resposta do tipo Th1 (BANCHEREAU e STEINMAM,
1998; KOGA et al., 2001).

A sequéncia classica de diferenciacao do sistema mononuclear
fagocitario segue de promoblasto para monoblasto, promondcito, monécito
e macréfago maduro. Todos esses tipos morfolégicos sdo encontrados na
medula 6ssea, sendo que os monécitos sao liberados na corrente
sangliinea e, entdo, se disseminam para todos os tecidos (ZWILLING &
EISENSTEIN, 1994).

Uma vez ativados, os macréfagos se caracterizam por um rapido
aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocitica, podendo
desempenhar fungdes paralelas além da fagocitose. Essas células também
secretam mais de cem produtos, dentre eles, enzimas, componentes do
complemento, fatores de coagulacao e citocinas (PARSLOW et al., 2000;
ROITT et al., 2001).

Em varias doencas fungicas muitos fatores podem regular a
resisténcia e a suscetibilidade. A dose do antigeno, as células
apresentadoras de antigenos e a coestimulacdo do meio ambiente séo
alguns cofatores que irdo determinar a polarizagdo da resposta imune a ser
ativada (BRETSCHER et al., 1992). A natureza do antigeno e o sitio de
imunizacdo podem levar a sua apresentacao por distintas células

apresentadoras de antigenos (FERREIRA et al., 2003).



A interacao entre as células apresentadoras de antigenos com
os patégenos de natureza fungica é fundamental para desencadear o tipo
de resposta imune. Evidéncias recentes sugerem que a resposta do
hospedeiro contra fungo patogénico pode ser influenciada pelo tipo celular
envolvido e pelo perfil de producao de citocinas (BALLOY et al., 2005;
CHARALAMPOS et al., 2005). A fagocitose de microorganismos flungicos
aumenta a expressao de dectina-1 nos macréfagos murinos, que é o maior
receptor para as B-glucanas da parede celular fungica (WILLMENT et al.,
2003).

Alguns aspectos da fisiologia dos macrofagos sao influenciados
de alguma forma pelo lipopolissacarideo (LPS), um produto das bactérias
gram-negativas. O LPS induz aumento do consumo de glicose e oxigénio e
a célula adquire a capacidade de matar microorganismos e células
tumorais. Os macréfagos também desenvolvem um mecanismo refinado
para reconhecer o LPS no ambiente e, portanto, € um dos mais potentes
estimuladores de macréfagos (ZWILLING & EISENTEIN, 1994).

Os compostos intermediarios do nitrogénio (RNI) e do oxigénio
(ROI) representam dois importantes mediadores da atividade microbicida e
antitumoral dos macréfagos (XIE et al., 1997), contribuindo para a resposta
inespecifica do hospedeiro e para o processo inflamatério. Tanto os ROI
como os RNI, atuam na sinalizacao e regulacao da resposta inflamatéria e

imune das doencas infecciosas e fungicas (BALISH et al., 2005).
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O 6éxido nitrico é produzido por células do sistema imune como
as células dendriticas, células NK, mastocitos e macréfagos (BOGDAN,
2001).

Durante o final da década de 80 e inicio de 90, importantes
conhecimentos sobre o NO foram descobertos, sua caracteristica de
molécula mensageira (sinalizador inter e intracelular) e como toxina
atuando em inuUmeros processos patologicos (FLORA FILHO e
ZILBERSTEIN, 2000).

O NO é uma molécula gasosa simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxica
devido a presenca de radical livre que a torna um agente quimico altamente
reativo. Quando diluido, tem meia vida de menos de 10 segundos devido a
sua rapida oxidacdo a nitrato e nitrito. Liga-se a hemoglobina e outras
proteinas que contém o nucleo heme levando ao término de sua atividade
biolégica (SNYDER & BREDT, 1992).

Essa pequena e versatil molécula é formada através da oxidagéao
do atomo de nitrogénio do aminoéacido L-arginina pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) e, logo em seguida, se transforma em nitrito (NO2) (MYERS
et al., 2003).

A L-arginina € um aminoacido semi-essencial produzido no
organismo, porém em quantidades insuficientes. A arginina é utilizada na
sintese de creatinina e fornece a ornitina para a sintese de poliaminas

(KONTUREK & KONTUREK, 1995).
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Proteinas digeridas sao degradadas até arginina, podendo ser
diretamente absorvidas e utilizadas no ciclo da uréia no tecido hepatico, ou
transformadas no epitélio intestinal em ornitina, que juntamente com a
glutamina sdo convertidas em citrulina (STUEHR et al., 1991). A citrulina
pode ser convertida diretamente em L-arginina no citoplasma das células
endoteliais e dos macréfagos (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

O NO esta envolvido em numerosos processos homeostaticos
como regulacdo do ténus vascular, modulacdo da citotoxidade por
macréfagos ativados, regulacdo da proliferagao celular, regulacdo da
migracao celular, ativacao de fatores de transcricao, indugao de genes sitio
protetores, modulacdo da produgdo de citocinas tbxicas e
neurotransmissao no sistema nervoso central e periférico (NATHAN et al.,
1992).

Em 1991, o primeiro estudo sobre as isoformas de NOS foi
publicado por Férstermann (FORSTERMANN et al., 1991). Trés isoenzimas
foram descritas como responsaveis pela producao de NO baseado nos trés
diferentes genes que foram clonados e sequenciados, na localizagdo e na
sensibilidade a estimulacdo pelo calcio: duas isoformas de Oxido nitrico
sintase constitutivas denominadas de neuronal (NNOS ou NOS 1) e
endotelial (eNOS ou NOS lIl) e uma induzivel (INOS ou NOS II) (KIECHLE
& MALINSKI, 1993; GILLMAN et al.,2004).

A clonagem molecular revelou que essas isoformas
compartilham 50-60% de homologia, sendo que cada isoforma de NOS é

codificada por um gene distinto contendo 26 exons (iNOS e eNOS) ou 29
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exons (NNOS). Sabe-se ainda que a porcao terminal da proteina NOS é
semelhante a citocromo P450 redutase (HOBBS et al., 1999).

A expressao da iNOS é regulada principalmente por citocinas. A
ativacao do gene promotor de iINOS é um importante modo da regulacao
dessa isoenzima pelas citocinas principalmente em macréfagos murinos
(BODGAN, 2001). Dependendo da citocina, estimulo microbiano e tipo
celular, diferentes caminhos de sinalizacao estao envolvidos em promover
ou inibir a expressao de iINOS (KRISTOF et al., 2001).

A NOS Il também pode ser regulada positivamente ou
negativamente por contato célula-célula (via adesdo ou por moléculas
coestimulatérias), imunocomplexos, produtos microbianos e virais
(proteinas, lipidios, polissacarideos), poliaminas, ligantes nao férricos, pH e
varios antibiéticos (MACMICING et al., 1997).

No sistema imune o NO interfere em varios processos como o de
diferenciacdo, proliferacdo e apoptose de células imunolbgicas, na
producdo de citocinas e outros mediadores sollveis além da sintese de
componentes da matriz extracelular (MARSHALL et al., 2000; BOGDAN et
al., 2001).

A exposicao prolongada a grandes quantidades de NO, como na
ativagédo da iNOS, inibe a atividade de varias enzimas, como a aconitase,
citocromo C oxidase e ribonucleotideo redutase. Assim o NO pode se
tornar citotéxico ou citoestatico. Contudo um controle apropriado da

homeostase do NO faz com que esse mediador seja um sinal util em certo
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evento fisiolégico ou, por outro lado, seja citotdxico devido a uma geracao
excessiva (ACHIKE & KWAN, 2003).

O NO pode inibir a secrecao de citocinas inflamatérias como
IFN-vy (interferon-y) e IL-2 das células T (OKUDA et al., 1996). Um alto nivel
de NO via iINOS pode destruir ndo somente os tecidos adjacentes mas
também infiltrados de macrofagos ou células T na lesédo inflamatéria e
causar morte apoptética dessas células inflamatérias, o que é considerado
benéfico para eliminar células desnecessarias prevenindo a liberacdo do
conteudo intracelular, potencialmente toxicos ao meio extracelular
(ALBINA et al., 1993, OKUDA et al., 1996). As alteracdes produzidas pelo
NO podem ser confirmadas pela prevencao dos efeitos da ativagao celular
em meio restrito de arginina ou em meio contendo um inibidor da NO
sintetase, como N®-monometil L-arginina (L-NMMA),ou aminoguanidina
(AG) e N°-(1-iminoetil)-L-lisina (NIL) ( BRYK & WOLF, 1998)

Contrastando com os outros dois tipos de isoformas, a iINOS
possui sequéncia alvo de membrana especifica, confirmada em
macréfagos murinos. A expressao da enzima pode em alguns casos ser
protetora, como mostra a supressdao mediada por iINOS (KOZUKA et al.,
2005). A iINOS é imunoreativa especialmente, em &reas inflamatorias
(FORSTERMANN et al., 1995). A sequéncia de amino&cidos da enzima
murina mostra um sitio de ligacdo para calmodulina apesar da
independéncia de Ca?* para sua atividade (CHO et al., 1992; GOPINATH et

al., 2005).

14



Os efeitos citotéxicos do NO sao importantes para a defesa
inespecifica do hospedeiro em relacdo a inimeros patdgenos, incluindo
bactérias, fungos, parasitas e protozoarios (GREEN et al., 2000). O papel
do NO é bem conhecido durante a resposta imune antiparasitaria, porém a
expressao do o6xido nitrico sintase durante a eliminacdo do patégeno é
controversa (VOULDOUKIS et al., 1995).

A inducdo da transcricio da INOS é feita pelas citocinas
derivadas das células T. As citocinas de padrdo Th1, como o IFN-y e IL-2,
regulam positivamente o NO, enquanto que a regulacdo negativa é feita
pela IL-4 e IL-10, citocinas de perfil Th2 (CUNHA et al., 1992;TAYLOR-
ROBINSON et al., 1994).

As células Th1 parecem ser mais suscetiveis ao mecanismo
regulador do NO que as células Th2 (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994).
No foco inflamatério os macroéfagos sédo ativados e expressam iNOS,
levando a altos niveis de producdo de NO, que parecem atuar como um
mecanismo efetor (BRUNE et al., 1998). A inducdo da iNOS é uma
resposta efetora importante de defesa do hospedeiro contra patégenos e

tumores (COX et al., 1992, GREEN et al., 1994).

1.3. Perfil Th1/Th2 e Citocinas

A resposta efetiva contra organismos fungicos requer a

contribuicdo coordenada da imunidade inata e adaptativa. A imunidade
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inata consiste de um mecanismo protetor desenvolvido inicialmente que se
mantém durante a evolugcao dos organismos multicelulares. Assim, uma
atividade efetora antifungica é formada com o papel de coordenar as
células da imunidade adaptativa por meio da apresentacdao de antigenos,
como também, a producdo de mediadores como as citocinas
(CHARALAMPOS et al., 2005).

Os linfocitos sdao as Unicas células do organismo com
capacidade de reconhecer e distinguir especificamente diferentes
determinantes antigénicos, possibilitando o desenvolvimento de subclasses
dessas células. Funcionam como reguladores da resposta imune a
antigenos protéicos e servem como células efetoras para eliminar
microorganismos extracelulares e células neoplasicas. Os receptores das
células T (TCR) reconhecem apenas antigenos peptidicos ligados a
proteinas codificadas por genes do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) expressa pelas células apresentadoras de antigenos
(JANKOVIC et al., 2001).

O sistema imune inato fornece sinais para a ativacao do sistema
imune adaptativo, que induz a diferenciagdo dos linfécitos em diferentes
fenétipos com acgdes efetoras ou de memdria. Os fendtipos Th1/Th2
refletem o resultado da ativacdo das células T naive (NOBEN-TRAUTH et

al., 2000).
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As células T “helper” tipo 1 e T “helper” tipo 2 se referem aos
subtipos de células T CD4+ TCR off dependente do estimulo efetor
dominante (O’'GARRA & ARAI, 2000).

Os clones Th se diferenciam em duas categorias dependentes
da citocina produzida. As Th1 produzem IFN-y, IL-2, TNF-a, e séo
eficientes na eliminacdo de patdgenos intracelulares, via ativacao de
macrofagos. As células Th2 liberam IL-4, IL5, IL-6, IL-10, que ativam a
imunidade humoral e sdo secretadas de maneira acentuada na presenca
de antigenos persistentes (RENGARAJAN et al., 2000). As células Th3,
descobertas posteriormente, produzem elevados niveis de fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), uma citocina imunossupressora
que também pode inibir a secrecdo de células Th1, com quantidades
variaveis de IL-4 e IL-10 (WANG et al., 2003).

As citocinas sdo mediadores soluveis liberados por linfocitos e
células do sistema fagocitario, essenciais ha comunicacao intracelular e em
muitos processos fisioldgicos e patofisiolégicos. Elas também modulam a
inflamacao e a imunidade regulando o crescimento e a diferenciacdo de
leucocitos e também de células ndo leucocitarias (OPPENHEIM et al.,
1994).

A produgdo de citocinas é normalmente transitéria e
rigorosamente controlada. As citocinas atuam através da ligacdo a

receptores especificos na membrana celular, estabelecendo uma cascata
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que leva a inducdo, ao favorecimento ou a inibicdo de inUmeros genes
citocina-regulados no nucleo celular (ABBAS et al., 2000).

O efeito das citocinas em células alvo pode ser inibido ou
estimulado por outras citocinas. Varias delas agem de diferentes maneiras
na evolugao e resolucao da resposta inflamatéria (KUSHNER, 1998).

Uma gama de citocinas esta envolvida na resposta imune contra
patdgenos fungicos, entre elas, IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-a. Algumas citocinas
como a IL-12 e IL-10 apresentam importante papel no desenvolvimento das
células T “helper” e na resposta inata. (ROMANI, 2004; HUFFNAGLE et al.,
2003; MENCACCI et al., 2000). Apds o estimulo, mondcitos/macréfagos
comecam a secretar IL-1 e IL-12, principalmente. A IL-12 ativa linfocitos
Th1 que voltam a secretar IL-2, fator de necrose tumoral- (TNF-B), IFN-y
(KOVALOVSKY et al., 2000).

A IL-1 potencializa as respostas dos timocitos como co-
estimuladores para ativagao das células T. Embora regule positivamente a
resposta do hospedeiro e funcione como adjuvante, ela é a maior citocina
pré-inflamatéria (O’NEILL et al., 2000).

A producao de IL-1 por fagécitos mononucleares é induzida por
produtos bacterianos como o LPS e por outras citocinas como o TNF-a. Tal
como o TNF-a, a IL-1 também ¢é produzida por muitos outros tipos
celulares. Os efeitos biol6gicos da IL-1 sdo similares aos do TNF-a e

dependem da quantidade de citocina produzida (DINARELLO, 2000).
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Existem duas formas de IL-1, denominadas IL-1a e IL-1B, que
tém homologia de menos de 30% entre si, mas se ligam ao mesmo
receptor celular e medeiam as mesmas atividades imunolégicas. Também
atuam como pirogénio endégeno (DINARELLO, 1997).

Diante de infecgbes cronicas, foi descrita uma molécula
chamada de caquexina, responsavel pela perda de peso dos pacientes.
Enquanto o TNF-a por sua vez, foi caracterizado como o responsavel pela
necrose hemorragica em tumores. Em 1985, Butler e colaboradores
descobriram se tratar da mesma molécula. O TNF-a tem sua acao bioldgica
regulada em funcdo da quantidade que é produzida. Em pequenas
quantidades atua como um regulador paracrino e autocrino de leucdécitos e
células endoteliais. Porém, em maiores quantidades, passa a exercer acao
sistémica atuando de forma enddcrina, podendo atingir concentracdes
externas contribuindo para efeitos letais (EIGLER et al., 1997). Uma das
vias sinalizadoras se da através do NO que regula sua expressao
principalmente por reduzir sua meia vida (SINHA et al., 1998).

O TNF-a, que foi purificado, sequenciado e teve seu gene
clonado em meados dos anos 80, é uma citocina multifuncional que possui
fungdes centrais na inflamagéao aguda e crénica, na resposta antitumoral e
nas infeccoes (PALLADINO et al., 2003). Exerce um papel especial com
relagdo a patogénese de muitas doengas infecciosas e inflamatdrias

(EIGLER et al., 1997).
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O TNF-o é um potente mediador, com efeitos benéficos e
maléficos (PARHAM, 2001). Essa citocina € certamente responsavel por
muitos dos exemplos de destruicdo de células tumorais pelos macréfagos,
junto com o IFN-y, é poderosamente sinégica na destruicdo de tumores
susceptiveis (ROITT et al., 2001).

A sintese de TNF-a é estimulada em mondcitos/macrofagos por
diferentes substancias exdégenas como o LPS e B-glucanas, ou por
mediadores como a IL-1. Altas concentracées de TNF-o no plasma foram
encontradas em diversas doencas inflamatérias e infecciosas, como sepse,
meningite bacteriana, malaria cerebral, sindrome da angustia respiratoria
do adulto, AIDS e artrite reumatoide (EIGLER et al., 1997).

Essa citocina atua no inicio da resposta imune, regula a cascata
de citocinas durante a resposta inflamatéria e estd envolvida em eventos
locais e sistémicos, continuos a inflamacao (MARKHATADZE, 1998). Como
principal funcao estimula o recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os
locais de infeccdo e ativar estas células a erradicar os microorganismos.
Atua como um pirogénio enddgeno, induzindo febre por aumentar a sintese
de prostaglandinas (BUTLER, 1995).

O papel do TNF-a no desenvolvimento da resposta protetora do
hospedeiro contra a infeccdo fungica foi demonstrado através de modelo
animal de candidiase, aspergilose e criptococose, através da indugéao de

IFN-y,IL-1, IL-6 e IL-12 (BAUMAN et al., 2003; NETEA et al., 2004). Em

camundongos com aspergilose pulmonar invasiva, o TNF-a parece estar
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relacionado com a indugao da imunidade protetora e com a resisténcia do
animal ao Aspergillus fumigatus (BALLOY et al., 2005).

Na esporotricose a producdo de TNF-oo e IL-1 estdo
significativamente reduzidas entre a quarta e sexta semana de infeccao
fungica (CARLOS et al., 1994). Outros estudos revelaram que a resposta
do hospedeiro parece ser regida pelo perfil local de citocinas, onde se
observou a predominancia de resposta tipo Th1(MUGURUMA et al.,1995).

A IL-6 ¢é produzida quando estimulada por citocinas
inflamatérias, como TNF-a e IL-1 ou ainda, em resposta a estimulos
bacterianos ou virais. Estudos recentes demonstraram a influéncia de
citocinas como a IL-4 e IL-10 na atividade reguladora da IL-6 (STRIZ et al.,
1999). Esta envolvida na regulacao da resposta imune, na hematopoese,
na inflamacéao, na producao de plaquetas, na ativacao dos osteoclastos, na
proliferacao de queratinécitos e das células mesangiais (AKIRA et al., 1990;
NAKA et al., 2002). Atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa,
uma de suas principais fungdes é a inducdo de anticorpos por células B
(AKIRA et al., 1990).

Estudos realizados por Schaller et al. (2004), demonstraram que
citocinas como a IL-1B, IL-6 e IL-8 promovem a degranulagado, migragao e
outras atividades antifungicas de polimorfonucleares em modelo de
candidiase oral.

A IL-12 é o principal mediador da resposta imune inata a

microorganismos intracelulares e um indutor chave da imunidade mediada
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por células, a resposta adaptativa contra esses microorganismos. E
produzida principalmente por macréfagos ativados e células dendriticas
(GAZZINELLI et al., 1993). E uma proteina heterodimérica composta por
duas subunidades denominadas p35 e p40. A subunidade p35 tem
homologia com a IL-6 e G-CSF (fator estimulador de crescimento de
colénia-granulécitos), enquanto que a subunidade p40 ndao tem homologia
com outras citocinas (TRINCHIERI, 2003).

Foi originalmente descrita como um fator que promove a
atividade das células NK e linfécitos T citotdxicos. Mais recentemente a IL-
12 tem sido vista como um indutor da secrecao de IFN-y, promovendo o
crescimento e ativacao das células T e NK, modulando a sintese de IgG e
induzir as células T helper para o perfil Th1 (LAMONTI & ADORINI, 1996).

Produtos microbianos associados com diferentes patdégenos
foram identificados por estimular a producdo de IL-12 por célula
apresentadora de antigenos e promover resposta do tipo Th1 (GAZZINELLI
et al., 1993).

A IL-12 atua em diferentes estagios da resposta imune e esta
envolvida na sua manutencdo e permanéncia (TRINCHIERI, 2003). E
negativamente regulada pela IL-4 e IL-10, que sdo potentes citocinas
indutoras da resposta do tipo Th2 (MENCACCI et al., 2000).

Para o desenvolvimento da resposta protetora Th1 contra
infeccoes fungicas em modelos experimentais de candidiase, aspergilose,

criptococose e paracocidiodomicose a IL-12 é requerida por seu papel
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regulatério mediado pelo IFN-y (CENCI et al., 1998; KAWAKAMI et al.,
2000; ARRUDA et al., 2002).

O desenvolvimento da funcao de defesa do hospedeiro por
macréfagos é mediado em parte por um sinal conhecido como fator
ativador de macréfagos (MAF). O IFN-y € um potente MAF que estimula a
expressao de varias proteinas de membranas aumentando ou diminuindo a
sintese e secrecao de mdultiplas enzimas, ressaltando o potencial gerador
de reativos intermediarios do oxigénio (HAMILTON et al., 1985).

Os efeitos imunoreguladores do IFN-y influenciam varios efeitos
biolégicos por ativar positivamente ou negativamente a expressao de
muitos genes e proteinas (GESSANI et al., 1998).

O IFN-y tem sua transcricdo potencializada pela IL-2 e IL-12.
Dentre suas propriedades reguladoras, destaca-se a ativacao de fagécitos
mononucleares. Nos macréfagos murinos atua em combinagao com TNF-o
para induzir a producao de isoformas do 6xido nitrico sintase que resulta na
sitese de radicais de 6xido nitrico (STARK et al., 1998).

Macréfagos ativados via IFN-y sdo capazes de gerar TNF-a, IL-
6, IL-12 e oOxido nitrico que aumentam a habilidade dessas células em
controlar o desenvolvimento de patégenos. A estimulacdo do IFN-y resulta
da ativacdo iINOS que produz o NO (BRENNAN et al., 2004). O éxido
nitrico é produzido em resposta a citocinas, tais como TNF-a, IFN-y e IL-2

(JANEWAY et al., 1997).
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O IFN-y induz o NO somente em células infectadas. Isso indica
que parasitas intracelulares capacitam a geracao de éxido nitrico através
da ativacao pelo IFN-y (VOULDOUKIS et al., 1995).

Exames imunohistoquimicos das lesbes de pele de pacientes
com esporotricose linfocutanea revelaram que as citocinas Th1 (como IFN-
v, TNF-a e IL-2) sdo predominantes antes do inicio do tratamento, sendo
que sua expressao reduz ao longo do tratamento e desaparece no final do
tratamento. Isso sugere que a imunidade celular é induzida em pacientes
com esporotricose e que ela contribui para a eliminacao do fungo nesses
locais e prevencao da disseminagédo para outros 6rgaos (TANUMA et al.,
2001).

Evidéncias recentes sugerem que a resposta do hospedeiro
contra o fungo patogénico pode ser influenciada pelo tipo celular envolvido
e pelo perfil de producédo de citocinas (BALLOY et al., 2005). O IFN-y,
estimula a migracdao, aderéncia e atividade antifungica de neutréfilos e
macréfagos contra C. albicans, A. fulmigatus, F. solani, T. beigelli e P.
marneffei. Também desempemha um importante papel regulador no
desenvolvimento da resposta adptativa Th1 contra fungos patogénicos
(CHARALAMPOS et al., 2005).

A IL-2, produzida por células T CD4" e CD8" ativadas, é um fator
de crescimento para linfécitos T, células NK e importante na ativacao dos

macréfagos (RICHARDS, 1997).
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A secrecdo de IL-2 e IFN-y agem de forma dominante nos
mecanismos de resisténcia em doengas fungicas (FERREIRA et al., 2003).

Na infeccdo experimental causada por Cryptococcus
neoformans, a adicdo de anticorpos anti-IL-2 reduziu a capacidade das
células mononucleares em destruir o fungo in vitro. Isso sugere que a falta
de IL-2 em condi¢cées experimentais induz uma infeccdo fungica letal
(BIONDO et al., 2003).

A IL-4 foi inicialmente descrita como um coestimulante na
resposta proliferativa das células B na presenca de uma anti-
imunoglobulina, causando aumento das células B em repouso. Seus efeitos
biolégicos no sistema imune incluem regulacdo do crescimento de células
hematopoiéticas, células T, células B e também, a regulacédo da sintese de
citocinas por células T ativadas (RAMIREZ et al., 1998).

A IL-4 é uma citocina produzida por células T, subclasse Th2.
Tem fung&o imunomoduladora, induzindo complexo MHC de classes | e Il a
expressarem o antigeno, supressado do IFN-y e inducdo da producéo de
iINOS através do estimulo de LPS (KAMBAYASHI et al.,, 1996). Essa
citocina geralmente é considerada um antagonista de Th1, baseada no
aumento da producao da bioatividade de IL-12 por células imunol6gicas
murinas e humanas. Macr6fagos ativados podem secretar IL-12 juntamente
com outras citocinas pré-inflamatérias (HOCHREIN et al., 2000).

Altas concentracbes de IL-12 no inicio da infeccao flugica

prejudicam a resposta imune do hospedeiro através da supressdo da
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resposta Th1, pela inibicdo da producédo de IFN-y. Em estagios tardios da
doenca a presenca de IL-4 limita o desenvolvimento da doenga fungica
(MENCACCI et al., 2000; CHARALAMPOQOS et al., 2005).

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica que expressa propriedades
imunossupressoras e antiinflamatérias. Inibe principalmente a atividade
antimicrobicida dos fagécitos e a ativagdo das células T (DEEP, 2003). E
produzida por linfécitos Th2, macréfagos, mastécitos e células B. Tem uma
variedade de fungdes incluindo a regulacdo negativa da ativacdo das
células T, a producédo de IFN-y, IL-1,TNF-a, supressao da proliferacéo e
ativacao dos macrofagos, inibicdo da producdo de NO e a producdo de
anticorpos (CLEMONS, 2000).

Os maiores avancos verificados na imunologia experimental se
devem ao importante papel regulador das citocinas na resposta imune inata
e adaptativa para infecgdes fungicas. Embora algumas citocinas
apresentem caracteristicas marcantes de um perfil Th1 ou Th2, muitas
delas, apresentam efeitos pleiotrépicos dependentes de sua dose e tempo
de secrecao para o desenvolvimento da resposta imune (ROMANI, 2004;
CHARALAMPOS et al., 2005). Isso evidencia a importancia do delicado
balango entre as citocinas Th1 e Th2 para o desenvolvimento de uma

resposta imune efetiva.
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Il. OBJETIVOS

O presente trabalho avaliou a inter-relagdo da imunidade celular
e humoral induzida pelo fungo S. schenckii em modelo experimental
utilizando-se camundongos infectados e néo infectados. Dessa forma
procurou-se:

a) Quantificar as citocinas IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IFN-y e TNF-a, tentando compreender se a resposta imunoldgica ao fungo
em questao ocorre preferencialmente por células Th1 ou Th2.

b) Avaliar a estimulacao dos macréfagos através da liberacao de
oxido nitrico, devido a sua importancia como mediador na resposta imune e
correlagdo com varias citocinas da rede imunolégica. Também determinar a
presenca da enzima NO sintase induzivel (iINOS) nos macréfagos,
correlacionado-se com a determinacao de NO.

c) Compreender a inter-relacéo entre as respostas imune celular
e humoral (Th1 e Th2) e a evolucao da infeccao na esporotricose através
da avaliagdo da resposta imune humoral utilizando-se teste
imunoenzimatico, (ELISA), pesquisando-se anticorpos da classe IgG
formados pelo ExoAg; e por outro lado, reforcar a presenca da resposta

imune celular determinando a transformacao linfocitaria.
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2. Microorganismo e condicoes de cultivo

Foi utilizada amostra de Sporothrix schenckii 1099-18 isolada de
um caso humano de esporotricose (da secdo de Micologia do
Departamento de Dermatologia da Columbia University, New York, NY,
USA), cedida pela Dra. Celuta Sales Alviano do Instituto de Microbiologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. As formas de micélio
foram mantidas em meio de Sabouraud em temperatura ambiente e as
formas de levedura em meio BHI (Brain Heart Infusion, Difco) a 37°C sob

agitacao.

3. Obtencao do exoantigeno

A obtencao do exoantigeno do fungo foi feita de acordo com a
metodologia descrita por CARLOS et al, 2003. O fungo cultivado em meio
BHI liquido com agitacdo constante de 150 ciclos/minuto a 37°C foi
submetido a radiacao ultravioleta (UV) por uma hora. Essa suspensao
celular foi mantida por 24 h a 37°C e em seguida novamente submetida a
radiacdo UV por mais uma hora. Em seguida acrescentou-se mertiolate a
uma concentracao final de 1/5000. A suspenséao celular foi congelada a —
20°C por 48 h. Apos esse periodo, foi realizado teste de esterilidade em
agar Sabouraud. A suspensao celular foi centrifugada e o sobrenadante
filtrado. O filtrado obtido foi concentrado 50 a 100 vezes em concentrador
(Amicon). A dosagem de proteinas foi feita pelo método de Lowry et al.,

(1951), fornecendo valor de 7,58 mg/mL. Para a realizacdo dos testes, o
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exoantigeno foi diluido a 1/160 em solucao salina tamponada de fosfatos
(PBS) estéril, pH 7,4, numa concentragao final de 47,40 pug/mL, de acordo

com testes prévios realizados em nosso laboratério.

4. Animais de experimentacao

Camundongos Swiss, machos, pesando entre 25 e 30g, com
idade entre 45-60 dias, foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Estes animais foram
mantidos em gaiolas, em condi¢cdes estaveis de ambiente (23°C, 56% de
umidade relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 h, sendo oferecido agua

e racao (PURINA) ad libitum.

5. Infeccao dos animais

Durante 10 semanas de infeccdo, um grupo de 5 animais por
semana, foram infectados com suspensado fuangica em PBS, pH 7.4,
contendo 10°%élulas leveduriformes de S. schenckii. Tomou-se uma
aliquota do caldo BHI, onde estavam sendo cultivadas as formas
leveduriformes do fungo, que foi centrifugada (Centrifuga Fanem, Ind.
Bras.) a 2500 rpm por 10 min. O sedimento obtido foi ressuspendido em 1
mL de PBS para a contagem em camara hemocitométrica de Neubauer
(Boeco, Germany). A suspensdo foi ajustada & concentracdo de 1x10’
células/mL e cada animal foi inoculado intraperitonealmente (i.p.) com 0,1

mL desta suspensdo celular. Os animais foram eutanasiados
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semanalmente por inalacdo de éter para a coleta dos macréfagos
peritoneais e das células dos linfonodos totais com posterior realizacao dos

testes bioldgicos. Parecer n° 13/2005 — Comité de Etica em Pesquisa.

6. Obtencao das células do exsudato peritoneal

Os animais em diferentes periodos da infeccdo e os normais
foram previamente estimulados pela inoculagéo intraperitoneal de 3,0 mL
de tioglicolato de sédio (DIFCO Lab. LTDA) a 3,0% trés dias antes de
serem eutanasiados por inalagdo de éter (Merck). Estes animais tiveram a
pele da regidao abdominal retirada assepticamente em camara de fluxo
laminar Classe 100 (Veco) e o peritbneo exposto. Posteriormente foram
inoculados 5,0 mL de PBS, pH 7,2 gelado na cavidade abdominal. O liquido
peritoneal resultante foi coletado com seringa e agulha, transferido para um
tubo cbénico estérii com capacidade de 15,0 mL (Corning, Inc.) e
centrifugado a 2000 rpm durante 5 min (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.) e o
sedimento celular lavado trés vezes com 3,0 mL de PBS. Apés a ultima
lavagem as células foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10°M,
penicilina 100 U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-
glutamina 2mM (Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cultilab), sendo o meio
assim composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-C) para a
contagem de células. O numero de células foi determinado pela contagem

em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco, Germany) e a
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suspensdo celular ajustada & concentragdo de 5x10° células para

realizacédo dos testes propostos.

6.1. Obtencao dos sobrenadantes das culturas de células peritoneais

As células peritoneais foram ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de
tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi adicionado 1,0
mL da suspenséo celular e as placas foram incubadas a 37°C por 60 min
em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific).
Apés esta incubacdo, as células ndo aderentes foram retiradas por
lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C. Aos macréfagos que
ficaram aderidos a placa foi adicionado volume igual ao inicial de RPMI-
1640-C e ainda acrescentados 34uL do exoantigeno a 47,40 ug/mL ou LPS
a 10 ug/mL como controle positivo ou somente RPMI-1640-C como controle
de células. Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa
com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific) por mais 24 h.
Apés esta incubacdo, as placas foram centrifugadas em centrifuga
refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C durante 10 min a 4000 rpm. Em seguida, os
sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados e estocados em

freezer a -80°C até o momento da determinagao das citocinas.
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7. Obtencao dos linfonodos totais

Os animais infectados e normais foram eutanasiados por
inalagcao de éter e, em camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco), tiveram
a pele da regido abdominal retirada, com auxilio de pinga de metal e o
peritbneo aberto para a extragdo dos linfonodos axiais, mesentérico e
periadrtico. Os linfonodos foram retirados e macerados em malha de nylon
em uma placa de Petri estéril (Corning, Inc.) contendo 3,0 mL de RPMI-
1640-C), gelado, para liberacdo das células. O conteudo da placa foi
aspirado por seringa de 3,0 mL e agulha 25 x 7,0mm para obtengcdo de
suspensao celular homogénea. Apds este procedimento as células foram
transferidas para tubo cénico estéril (Corning, Inc.) de 150 mL e
centrifugadas em RPMI-1640-C trés vezes a 2000 rpm por 5 min
(Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). As células sedimentadas foram novamente
ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI-1640-C e a contagem do nimero
de células viaveis foi feita em camara hemocitométrica de Neubauer
(Boeco, Germany) através da técnica de exclusdo com Azul de Trypan a
0,04%. Apds a contagem, as suspensdes celulares foram ajustadas a
concentragdo de 5x10° células/mL para determinacdo de citocinas e a

2,8x10° células/mL para a determinagéo da transformagao linfocitaria.
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7.1. Obtencao do sobrenadante das células dos linfonodos totais

A suspencao celular contendo as células totais dos linfonodos
foram ajustadas a 5x10° células/mL, obtidas como descrito no item anterior,
distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc), 1,0
mL por cavidade e acrescentadas de 34uL do estimulo (exoantigeno na
concentragdo de 47,40ug/mL ou concanavalina A (ConA) na concentragdo de
0,5 ug/mL — usada como controle positivo) ou somente meio de cultura nos
controles de células. As placas foram incubadas a 37°C em estufa contendo
tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific) por 24 h. Apds esta
incubacgao, as placas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada (Hettich,
Inc.) a 4°C durante 10 min a 4000 rpm. Em seguida, os sobrenadantes das
culturas foram coletados, aliquotados e estocados a —80°C para posterior

dosagem de citocinas.

8. Avaliacao da viabilidade celular dos macréfagos

Em placa de microtitulacdo de 96 cavidades de fundo plano
(Corning, Inc.) foram distribuidos 100uL por cavidade das suspensées de
células do exsudato peritoneal de animais infectados e normais, ajustadas

a concentragdo de 5x10° células/mL em meio de cultura RPMI-1640-C em
presenca de 100 puL de exoantigeno na concentracdo de 47,40 ug/mL, de
LPS a 10 pg/mL ou somente meio de cultura RPMI-1640-C, em triplicata.

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa contendo tensdo



constante de 5% de CO. (Forma Scientific). Ap6s esta incubacgéo as células
aderentes foram tratadas com 100 uL de uma solucdo de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio), (Across Organics) a 0,5
mg/mL em RPMI-1640. A placa foi entdo incubada por mais 3 h nas
mesmas condi¢cdes anteriores. ApOs esta incubagdo os sobrenadantes
foram descartados e as células aderentes tratadas com 100uL de
isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais de
formazana formados. A leitura da densidade oética foi determinada em
espectrofotdbmetro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visivel a 540 nm

com filtro de referéncia de 620 nm.

9. Determinacao da atividade da oxido nitrico sintase (iNOS)

Os reagentes de Tampao Tris — pH 7,4, Ny-Nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), sulfeto de p-fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF), sal sédico
de HEPES, &cido etileno diamino tetracético (EDTA), L-arginina foram
utilizados na preparacdo da resina de troca ibnica DOWEX 50wx-8-400
(Sigma® cat.#DWX8-400) e deteccao da iNOS. A resina na forma &cida foi
lavada sob agitacao durante 2 horas na presenca de NaOH 1M. Lavou-se
sucessivamente com tampao HEPES e HCI acertando o pH para 5,4.
Preencheu cada coluna de filtragem com a resina pronta. As células
peritoneais foram submetidas ao sonicador, por 5 min a 50W. Os reagentes

foram acrescentados, respectivamente, ao sobrenadante das células
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sonicadas e passados pela primeira filtragem na resina. Incubou-se os
eluidos a 37°C, sob agitagdo constante, durante 30min. A reacdo foi
interrompida com tampao HEPES, voltando a passar a mistura pela resina.
Foi adicionado liquido de cintlacdo e a leitura realizada em

espectrofotébmetro de cintilagao (Top Count, Packard).

10. Determinacao da producao de oxido nitrico

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acumulo
de nitrito no sobrenadante da cultura de células através da reacdo de
diazotacdo com o reagente de Griess (composto de 1 g de sulfanilamida
(Merck), 0,1 g de dicloro N(1-naftil)etilenodiamina (Merck), 2,5 mL de acido
ortofosforico (Mallinckrodt Chemical) e agua deionizada g.s.p 100 mL),

conforme descrito por Green et al. (1982).

Aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes das culturas de células
do exsudato peritoneal, foram transferidas para outra placa de cultura de
células nao estéril contendo 96 cavidades de fundo planas (Corning, Inc.) e
acrescidas de igual volume de reagente de Griess. Ap6s 10 min de
incubacdao em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi
determinada em UV/visivel com filtro de 540nm em espectrofotdmetro
(Microplate Reader, Multiskan Ascent, Labsystems). As concentracdes de
NO liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a

partir de uma curva padrao, previamente estabelecida, com concentracdes
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molares conhecidas de nitrito de sédio e os valores foram expressos em

umols de nitrito/5x10° células.

11. Determinacao da liberacao de citocinas

As citocinas IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-o foram quantificadas nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais, enquanto que o
IFN-y, IL-4, IL-2 e IL-10 foram quantificados nos sobrenadantes das
culturas de células dos linfonodos totais através do teste imunoenzimatico
ELISA de captura para cada citocina. Para isso foi utilizado o Kit DuoSet®,
R&D Systems e BD Pharmingen (IL-2 e TNF-o) de acordo com as
instru¢des dos fabricantes.

As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram adsorvidas com
anticorpo de captura, monoclonal, obtidos de rato, anti-citocina de
camundongo, na concentracdo adequada para cada citocina em PBS, pH
7,2 (100 pl por cavidade) e incubadas “overnight” a temperatura ambiente.
No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS, pH 7,2,
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) e blogueadas com 300 ulL/cavidade
de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de sacarose e 0,5% de azida
sbdica) a temperatura ambiente por 60 min. Apos a incubacgéo, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Ap6s a ultima lavagem foram
adicionados a cada cavidade 100 puL do padrdao de citocinas ou dos
sobrenadantes das culturas de células a serem testados. As placas foram

incubadas a temperatura ambiente por 120 min, e lavadas 3 vezes com
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PBS/T. Em seguida, foram adicionados 100 ulL/cavidade de anticorpo
monoclonal de cabra (anticorpo anti-citocina de camundongo) marcado
com biotina, diluido a concentracdo adequada de cada citocina em diluente
de reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em PBS, pH 7,2-7,4). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 120 min e lavadas 3 vezes
com PBS-T, sendo entdo adicionados 100 pl/cavidade do conjugado
peroxidase-estreptavidina diluido 1/200 em diluente de reagente e
incubadas novamente a temperatura ambiente por 20 min. Apds este
periodo de incubacao, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e em
seguida adicionadas de 100 uL do substrato [1O0mM de tampéao citrato-
fosfato, contendo 0,4mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2mM de H20,
(Mallinckrodt Chemical)] a cada cavidade. A reacao foi interrompida
adicionando-se 50 uL de H>SO4 2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida
a 450nm em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan
Ascent, Labsystems), e as concentracbes de cada citocina foram
quantificadas utilizando-se uma curva padrdo previamente estabelecida
com quantidades conhecidas dos padrdoes das citocinas. Os resultados

foram expressos em pg/mL.

12. Transformacao linfocitaria (teste “in vitro”)
Os animais em diferentes tempos de infeccdo e normais (ndo
infectados) foram sacrificados com éter. Os linfonodos foram colhidos

assepticamente e colocados em placa de Petri contendo 3,0 mL de meio de
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cultura RPMI-1640-C (SIGMA). Apés obtencao das células dos linfonodos e
lavagem com o meio, foi preparada uma suspensdo a 2,8x10° células/mL.
Desta suspensao foram adicionados 180 ulL/cavidade em placas de cultivo
de células com fundo chato (Corning). Foram acrescentados 50uL de
ExoAg ou 50uL da solugcéo de ConA (SIGMA, type IV-S) , incubados a 37
°C em uma atmosfera com 5% de CO, durante 48 horas. Decorrido este
tempo foi adicionada a timidina triciada numa concentracdo de 0,5 uCi
(15,1 uCi/mmol) (Amershan Pharmacia), continuando-se a incubagéao por
mais 18 horas nas mesmas condigdes anteriores. As células foram obtidas
utilizando uma placa apropriada contendo filtro com fibra de vidro através
de um coletador multiplo de amostras (Filtermater Harvester, Packard).
Apés a secagem da placa, foi acrescentado liquido de cintilagao (Microsint,
Packard) e a radioatividade foi detectada em cintilador Top Count- NXT™

Microplate Scintillation & Luminescence Counter, Packard.

13. Deteccao de anticorpos IgG durante o periodo de infeccao

Os anticorpos IgG foram detectados através de soros de
camundongos em diferentes tempos de infecgdo. As placas de 96 orificios
(Corning Inc.) foram adsorvidas com exoantigeno diluido na proporcao de
1/280 em tampao carbonato (100 ul por cavidade) e incubadas “overnight”
a temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS, pH 7,2, contendo 0,1% de Tween-20 (PBS-T) e bloqueadas com

100 ulL/cavidade de leite molico 0,5% em PBS por 60 min em estufa de Co»
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a 37°C em camara umida. A placa foi lavada com PBS/T utilizando Multi
Wash I (TriContinent). Os soros inativados a 56°C foram diluidos em
tampao PBS, pH 7,2 na concentracao inicial de 1/20 e adicionados 100ul
as cavidades da placa. Apéds incubacédo de 1 hora nas mesmas condi¢des
anteriores, a placa foi novamente lavada e 100 pl do conjugado diluido em
sua concentracao 6tima adicionado. Apds incubacao de 1 hora em estufa a
37°C e lavagem automatica da placa, 100 ul do substrato (0,01g de OPD,
25 mL de tampao citrato e 10ul de H,O,) foi adicionado em seguida. A
reacao foi interrompida adicionando-se 50 ul de HCI 3N, e a absorbéancia
lida em 490nm utilizando leitor de ELISA UV/visivel de microplacas
(Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland). A
leitura final foi determinada em triplicata e a média comparada com o cut-off
de 0,067+0,010 determinado a partir da analise de soros normais de

camundongos.

14. Analise dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio
do programa estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de variancia
com determinacdo do nivel de significAncia para p<0,05, através de
comparacoes multiplas (teste de Tukey). Todos os experimentos foram
realizados usando cinco animais por semana de infeccdo e cada

determinagéao foi executada em triplicata.
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IV. Resultados

1. Determinacao da Viabilidade Celular

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada utilizando
células do exsudato peritonial obtidas de camundongos infectados em
diferentes periodos de infeccdo e do grupo controle. As células foram
mantidas em cultura por 24 horas em meio RPMI-1640C.

Os diferentes resultados obtidos no decorrer da infecgao foram
expressos em percentual de viabilidade como média + desvio padréao de 5
animais por semana estudada e estéo ilustrados na Figura 1 e Tabela1l.

Nas células tratadas com o exoantigeno (ExoAg), observou—se
uma variagdo na viabilidade das células, entre a segunda e a sétima
semanas e entre a sétima e nona, com p<0,001 em todos os casos.

Quando as células foram tratadas com LPS, foi observada uma
menor varia¢ao na viabilidade celular dos animais infectados, comparando-
se a primeira e quinta semanas, com p<0,001.

Comparando—se os grupos tratados com ExoAg e LPS, houve
maior viabilidade celular nas células tratadas com LPS, demonstrando
menor toxicidade desse ultimo.

Quando cultivadas na auséncia de estimulo, observou-se que as
células dos animais infectados estdo mais suscetiveis a mudancas das

condicbes de cultura em relacdo aos animais nao infectados,
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principalmente entre a terceira e quartas semanas de infecgdo, com
p<0,001 e p<0,01, respectivamente, mostrando que a infeccao pelo fungo

interfere na viabilidade das células quando mantidas em cultura.
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Figura 1 — Viabilidade das células do exsudato peritoneal (PEC) de
camundongos Swiss infectados e normais com o fungo S. schenckii
durante dez semanas. Os macréfagos peritoneais de animais infectados e nao
infectados foram cultivados em presenca de ExoAg, LPS ou somente em
presenca do meio RPMI-1640C como controle de células. Cada animal
estudado foi avaliado em triplicata no momento de execucao do teste. Os
resultados foram expressos em percentual (%) como média + desvio padrao de

cinco animais por semana de infecgao.
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2. Determinacao da Atividade da Enzima iNOS

A determinacdo da iINOS foi realizada em sobrenadantes de
cultura de células lisadas do exsudato peritonial de camundongos
infectados com o fungo S. schenckii e do grupo controle. A cultura foi
realizada na presenca de exoantigeno (ExoAg), LPS e somente meio
RPMI-1640C. Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccao
estdo representados na Figura 2 e Tabela 2.

Analisando-se a deteccdo de iNOS, foi observado um aumento
significativo na presenca de LPS, comparado com o ExoAg em todas as
semanas de infeccao (exceto décima semana), p<0,001.

Entre a terceira e quarta semanas de infeccao foi observado um
aumento estatisticamente significativo na inducdo da enzima iINOS, com
p<0,001, entre os animais infectados ( ExoAg e LPS) em relacdo aos
animais controles, com p<0,01.

O decréscimo da atividade da enzima a partir da sétima semana
se manteve nos dois grupos (ExoAg e LPS) até a décima semana com
valores estatisticamente significativos entre elas com p<0,001 para ambos.

O maior pico na indugdo da enzima foi observado no
sobrenadante de cultura de macréfagos dos animais infectados na
presenca de LPS, demonstrando que o LPS é um potente estimulador de

iINOS para a producao de NO.
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Nos grupos controles nao houve valores significativos nas

diferentes semanas de infeccdo quanto a deteccao da enzima iNOS.
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CONCENTRACAO DE iNOS (pmol de citrulina/mL)
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Figura 2 — Producao de iNOS por macréfagos peritoneais lisados e
infectados com o fungo Sporothrix schenckii durante dez semanas de
infeccao. Os macréfagos peritoneais dos animais infectados e nao infectados
foram cultivados em presenca de ExoAg, LPS ou somente em presenca do
meio RPMI-1640C como controle de células. Cada animal estudado foi avaliado
em triplicata no momento de execucao do teste. Os resultados foram expressos
em pmol/mL de L-citrulina, como média + desvio padrao de triplicata de cinco

animais por semana de infecgéo.



3. Determinacéo da Liberacédo de Oxido Nitrico

A determinacdo do NO foi realizada em sobrenadantes de
cultura de macrofagos peritoneais de camundongos infectados com o fungo
S. schenckii e do grupo controle. A cultura foi realizada na presenca de
ExoAg do fungo, LPS e somente meio RPMI-1640C. Os resultados obtidos
nas diferentes semanas de infeccdo estdo representados na Figura 3
eTabela 3.

Foi observado aumento significativo na liberagdo de NO em
presenca de LPS, comparado com o ExoAg entre todas as semanas de
infeccao, p<0,001. A partir da quarta semana de infeccao foi observado um
aumento significativo, com p<0,01 entre a terceira e quarta semanas (LPS),
mantendo-se até a sexta semana. Os niveis de NO reduziram a partir da
sétima semana de infecgdo, com p<0,001, coincidindo com o periodo de
remissdo da doenca, confirmado pelo estado geral apresentado pelos
animais.

Observou-se menor liberacdo de NO nas células obtidas de
animais nao infectados em presenca do exoantigeno e LPS do que as
mesmas células obtidas dos animais infectados, com p<0,01, comparando
as dez semanas entre si.

Quando as células dos animais infectados e normais sao
cultivadas na auséncia de estimulo, encontra-se baixa producdo de NO

durante todo o periodo estudado. Contudo, os animais infectados
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produziram maior quantidade de NO quando comparados com 0s animais

nao infectados, com p<0,001.
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Figura 3 — Producao de NO por macréfagos peritoneais de camundongos

Swiss infectados com o fungo Sporothrix schenckii durante dez semanas

de infeccao. Os macrofagos dos animais infectados e ndo infectados foram

cultivados em presenca de ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C. Cada

animal estudado foi avaliado em triplicata no momento de execucgédo do teste.

As concentragdes de nitrito foram obtidas através de uma reta padrdo

previamente estabelecida com concentra¢gdes molares conhecidas de nitrito de

sé6dio (NaNO,) e os resultados expressos em umols de nitrito/5x10° células,

como média + desvio padrao de 5 cinco animais por semana de infecgao.



4. Determinacao da Liberacao de IL-1

A determinacdo da liberacdo de IL-1B foi realizada nos
sobrenadantes de culturas de macréfagos de camundongos em diferentes
periodos de infeccdo. A cultura foi realizada na presenca de ExoAg, LPS e
somente RPMI-1640C, Tabela 4 e Figura 4.

As células dos animais infectados quando cultivadas na
presenca de ExoAg, apresentaram uma reducgao significativa de IL-1p,
p<0,01, a partir da quinta semana de infeccao.

O LPS, usado como controle positivo da liberacdo de IL-1J,
estimulou mais a producdo de IL-1B do que o ExoAg nas células dos
animais infectados, com perfil semelhante, apenas com diferencas menos
significativas entre as semanas. Observou-se, como ocorre com o
exoantigeno, um periodo de depressdao na producado de IL-1B entre a
quarta e sexta semanas, com p<0,001 quando comparada com a primeira e
a décima. O mesmo acontece com o ExoAg, coincidindo com o padrao de
resposta apresentado anteriormente pelo TNF-a.

Observando as células dos animais normais frente ao ExoAg e
LPS, ocorre uma menor producao de IL-1B quando comparados com 0s
animais infectados, com p<0,001.

Na auséncia de estimulo os macrofagos de camundongos

infectados liberaram maior concentragéo de IL-1 nos sobrenadantes das
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culturas comparadas com os macréfagos de camundongos nao infectados,

com p<0,01.
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Concentracao de IL-13(pg/mL)
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Figura 4 — Concentracao de IL-1p liberado nos sobrenadantes de cultura
de macroéfagos peritoneais de camundongos Swiss infectados e nao
infectados com S. schenckii durante dez semanas de infeccao. As culturas
de macrofagos de animais infectados e nao infectados foram cultivadas em
presenca de ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C de. As concentragbes
de IL-1B foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando
uma reta padrao previamente estabelecida com concentragdées conhecidas de
IL-1B. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrao

de 5 animais por semana de infec¢ao.



5. Determinacao da Liberacao de TNF-a

A determinacdo de TNF-a foi feita no sobrenadante das culturas
de macréfagos em presenca do ExoAg do fungo, LPS e somente meio
RPMI-1640C. Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccao
estéo representados na Tabela 5 e Figura 5.

A presenca do ExoAg do fungo no meio de cultura das células
dos animais infectados estimulou acentuada producdo de TNF-a na
primeira semana, apresentando uma diminuicdo a partir da segunda
semana, com a menor concentragdo na quarta semana de infecgao
(p<0,001) voltando a aumentar a partir da sétima semana.

Em resposta ao LPS, as mesmas células dos animais infectados,
liberaram maior quantidade de TNF-o quando comparado os valores
absolutos dos dois antigenos, sendo as diferencas estatisticamente
significativas com p<0,001. Tal como observado no grafico do ExoAg, o
LPS também apresentou uma diminuicdo dos valores de TNF-a entre a
quarta e sexta semanas de infeccdao. Essa reducao coincide com o
aumento das concentracbes de NO no mesmo periodo, sugerindo a
presenga de uma imunossupressao na esporotricose.

As células dos animais normais quando cultivadas na presenca
de LPS produzem elevadas concentracbes de TNF-a, de forma

relativamente constante, com pequeno aumento na nona e décima
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semanas. Em presenca do ExoAg essas mesmas células produziram

quantidades estatisticamente menores comparadas com o LPS, p<0,001.
Quando cultivada na auséncia de estimulo, os macrofagos

peritoneais dos camundongos infectados produziram maiores quantidades

de TNF-a quando comparadas com os normais, p<0,01.
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Concentracao de TNF-a (pg/mL)
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Figura 5 — Concentracao de TNF-a liberado nos sobrenadantes de cultura
de macréfagos peritoneais de camundongos infectados e nao infectados
com S. schenckii durante dez semanas de infeccdo. As culturas de
macréfagos de animais infectados e nao infectados foram cultivadas em
presenca de ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C. As concentragdes de
TNF-a foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando
uma reta padrao previamente estabelecida com concentragées conhecidas de
TNF-a. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrao

de 5 animais por semana de infecgao.



6. Determinacao da Liberacao de IL-12 p40

A cultura celular de macréfagos foi incubada na presenca de
ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C. Os resultados obtidos nas

diferentes semanas de infeccao estao representados na Figura 6 eTabela 6

Na presengca de LPS as células dos animais infectados
apresentaram um aumento da concentragdo da citocina estatisticamente
significativo entre a primeira e sexta semanas de infeccdo, com p<0,01. As
maiores concentracbes de IL-12 foram vistas entre a quarta e sexta
semanas de infeccdo (p<0,001), mostrando resultados semelhantes aos
obtidos nas concentragdes de IFN-y no mesmo periodo.

Foi observado um aumento significativo na liberagéo de IL-12 em
presenca de LPS, comparado com o ExoAg entre todas as semanas de
infeccao, com p<0,001.

Observou-se ainda, um aumento significativo entre a primeira e
terceira semanas (p<0,01) de infeccdo com ExoAg e LPS. Entre a sétima e
décima semanas (p<0,01) houve uma reducédo nas concentracdes dessa
citocina, com ExoAg e LPS.

Os macréfagos peritoneais dos animais normais quando
cultivados em presenca do exoantigeno ou LPS, nao foram estimulados a
produzir IL-12. Nao houve diferencas estatisticamente significativas, com

p>0,05, durante todas as semanas de infeccao entre ExoAg e LPS.
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Observou-se uma diferenga estatisticamente significativa quando
comparamos animais infectados e nao infectados em presengca de meio
RPMI-1640C nas dez semanas de infeccao, com p< 0,01, para ambos os

grupos de estudo.
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Concentracao de IL-12p40 (pg/mL)
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Figura 6 — Concentracao de Interleucina 12 p40 (IL-12) liberada nos
sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss infectados e nao infectados com S. schenckii durante dez semanas.
As culturas de células aderentes de animais infectados e ndo infectados foram
mantidas em presenca de ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C. As
concentracdes de IL-12 foram calculadas através de teste imunoenzimatico
(ELISA) utilizando uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragdes conhecidas de IL-12. Os resultados foram expressos em pg/mL,

como média + desvio padrao de 5 animais por semana de infeccao.



7. Determinacao da Liberacao de IFN-y

A cultura celular foi realizada na presenca de Concanavalina—A
(ConA), ExoAg e somente meio RPMI-1640C. Os resultados obtidos nas
diferentes semanas de infeccao estao representados na Tabela 7 e Figura
7.

Na presengca de ExoAg, as células dos linfonodos totais dos
animais infectados apresentaram um aumento significativo da concentracao
de IFN-y a partir da terceira semana de infec¢ao (p<0,01). Por outro lado,
entre a sexta e sétima semanas ocorreu um decréscimo gradativo nas
concentracdes dessa citocina, com p<0,001, quando comparado com o
ExoAg.

Observou-se ainda que na décima semana os valores
encontrados foram menores que aquele das primeiras semanas na
presenca de ExoAg, com p<0,01.

A producdo de IFN-y na presenca de ExoAg foi estavel nas
primeiras semanas da infecgdo, principalmente até a 3% semana (p<0,01),
caracterizando provavelmente o perfil Th1 da resposta. O sobrenadante
tratado com ConA, mostrou um aumento gradativo até a sexta semana de
infeccao (p<0,001), diferindo dos padrdes na presenca de ExoAg.

O pico maximo observado na liberacdo de IFN-y foi entre a

guarta e sexta semanas de infec¢do, com p<0,01(ExoAg) e p<0,001(ConA).
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Esse resultado é semelhante aos encontrados na liberacdo de NO nas
mesmas semanas de infecgao.

Tanto as células dos animais infectados quanto a dos néao
infectados, quando cultivados na auséncia de estimulo (ExoAg e LPS),
produzem quantidades muito pequenas de IFN-y, embora as células dos
animais infectados sejam capazes de liberar maior quantidade que as
células dos animais normais, com uma diferenca estatisticamente
significativa quando comparamos todas as semanas de infeccdo, com p<

0,01.
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Figura 7 — Concentracao de IFN-y liberado nos sobrenadantes de cultura
de células totais de linfonodos de camundongos Swiss normais e
infectados com S. schenckii durante dez semanas. As células totais dos
linfonodos de camundongos infectados e normais foram cultivadas em
presenca de exoantigeno, ConA e somente meio RPMI-1640C. As
concentragoes de IFN-y foram calculadas através de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentracées molares conhecidas de IFN-y. Os
resultados foram expressos em pg/mL,

como média * desvio padrdao de 5

animais por semana de infecgao.



8. Determinacao da Liberacao de IL-2

A determinagdo da liberacdo de IL-2 foi realizada nos
sobrenadantes das culturas de células totais dos linfonodos de
camundongos Swiss normais e infectados durante dez semanas em
presenca do exoantigeno do fungo, ConA ou somente meio de cultura
RPMI-1640-C como controle. Os resultados foram calculados através de
uma reta padrdo previamente estabelecida com concentracdées molares
conhecidas de IL-2 e estao representados na Figura 8 e Tabela 8.

Em presengca do exoantigeno, as células totais dos linfonodos
dos animais infectados produziram altas concentracdes de IL-2 nas trés
primeiras semanas de infeccdo, com pico de liberacdo entre a primeira e
terceira semanas, com p<0,01 quando comparada estas semanas com a
décima, e decréscimo a partir da quarta até a décima semana, sendo
p<0,001 quando se compara a quarta semana com a décima.

As células dos animais infectados quando estimuladas com a
ConA, liberaram quantidades decrescentes de IL-2 até a quarta semana,
sendo p<0,001 quando se compara a primeira semana com a quarta
semana, e com decréscimo a partir da quinta até a décima semana de
infeccao, com p<0,01 entre a quinta e a décima semanas.

Quando as células dos animais infectados foram cultivadas em
presenca de ConA ou do exoantigeno, observa-se que a liberacao de IL-2

em presenga de qualquer destes estimulos ocorre de forma relativamente
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constante no decorrer das dez semanas estudadas. Mas pode-se verificar
também que a ConA é mais eficaz em estimular a liberacao de IL-2 pelas
células totais dos linfonodos que o exoantigeno em quase todas as
semanas estudadas (exceto oitava) com p<0,05 entre elas.

Tanto as células dos animais infectados quanto aquelas dos néao
infectados, quando cultivadas na auséncia de estimulo produzem
quantidades muito pequenas de IL-2 ndo havendo diferencgas significativas

quando se comparam as dez semanas entre si.
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CONCENTRACAO DE IL-2 (pg/mL)
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Figura 8 — Concentracao de IL-2 liberada nos sobrenadantes de cultura de
células totais de linfonodos de camundongos Swiss normais e infectados
com S. schenckii durante dez semanas. As células totais dos linfonodos de
camundongos infectados e normais foram cultivadas em presenca de
exoantigeno, ConA e somente meio RPMI-1640C. As concentragdes de IL-2
foram calculadas através de uma reta padrdo previamente estabelecida com
concentragdes molares conhecidas de IL-2. Os resultados foram expressos em

pg/mL, como média *+ desvio padrao de 5 animais por semana de infeccgéo.



9. Determinacao da Transformacao Linfocitaria

A determinacdo da transformacao linfocitaria foi realizada
empregando-se culturas de células totais de linfonodos de camundongos
Swiss normais e infectados durante dez semanas em presenca do
exoantigeno do fungo, ConA ou somente meio de cultura RPMI-1640-C
como controle. Os resultados estao representados na Figura 9 e Tabela 9.

Em presenga do exoantigeno observou-se aumento da
incorporagao da timidina durante as trés primeiras semanas e apés este
periodo, uma baixa linfoproliferacdo entre a quarta e sexta semanas, com
diferencas estatisticamente significativas entre a primeira e a quarta
semanas e entre a sexta e a décima, com p< 0,001 para ambas.

Quando cultivadas em presenca de ConA observou-se uma alta
incorporagcdo de timidina na primeira semana, com um declinio na
incorporacao até a sexta semana (p<0,001) e a partir dai, aumento até a
décima semana, com p<0,01 quando se compara a sexta com a décima
semana. Observou-se que em presenca da ConA houve maior
incorporacao de timidina do que quando usamos o0 exoantigeno do fungo
como estimulo, com diferencas estatisticamente significativas quando
comparamos as dez semanas entre si tratadas com a ConA e o
exoantigeno, com p<0,001. As células dos animais infectados em
presenca de ConA incorporaram mais timidina triciada do que em presenca

do ExoAg em todas as semanas de infeccdo com p<0,001 entre elas.
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Quando as células dos animais normais sao cultivadas na
auséncia de estimulo, verifica-se baixa incorporacado de timidina durante
todo o periodo estudado nao havendo diferenca estatisticamente

significativa entre 0 ExoAg e a ConA.
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CPM
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Figura 9 — Incorporacao da timidina tritiada em cultura de células totais de
linfonodos de camundongos Swiss infectados e nao infectados com S.
schenckii durante dez semanas de infeccao. As culturas de células totais de
linfonodos foram cultivadas em presenca de ExoAg, ConA e somente meio
RPMI-1640C de animais infectados e normais. Os resultados foram expressos

em CPM, como média + desvio padrao de 5 animais por semana de infecgéao.
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10. Determinacao da Liberacao de IL-6

A cultura celular foi acrescida de LPS, ExoAg e somente meio RPMI-
1640C. Os resultados obtidos nas diferentes semanas de infeccao estao
representados na Tabela 10 e Figura 10.

As células dos animais infectados frente ao ExoAg, apresentaram
altos niveis de concentracao de IL-6 entre a primeira e a sexta semanas de
infeccdo, com p<0,001 em ambas. As maiores concentracdes de IL-6
observadas durante a quarta e sexta semanas de infecgdo coincidem com o
aumento dos niveis de NO através da ativacdo de macréfagos. A partir da
sétima semana, houve um decréscimo na liberacao de IL-6, persistindo até a
décima semana, tanto utilizando o ExoAg como o LPS.

Ja as células dos animais infectados expostas ao LPS, apresentaram
o mesmo perfil de resposta quando expostas ao ExoAg, porém maiores a
partir da quarta semana, com niveis de significancia p<0,01 entre eles.

Os macrofagos peritoneais dos animais normais, frente ao ExoAg e
LPS, produziram elevadas concentracdes de IL-6. Verificou-se que o ExoAg

foi mais eficiente em estimular a liberacao de IL-6 pelas células dos animais
nao infectados do que o LPS, com p<0,01 em quase todas as semanas
(exceto sexta semana).

Ao contrario do que se esperava, 0 exoantigeno foi mais eficiente em
estimular a liberagédo de IL-6 pelas células dos animais ndo infectados do que o

LPS.



Na auséncia de estimulos, tanto as células dos animais infectados
quanto os normais produziram baixas concentracées de IL-6. Porém, as
células dos animais infectados liberam mais IL-6 que os normais, sendo as
diferencas estatisticamente significativas, com p<0,01 comparando as dez

semanas entre si.
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Figura 10 — Concentracao de IL-6 liberada nos sobrenadantes de cultura
de macroéfagos peritoneais de camundongos Swiss infectados e nao
infectados com S. schenckii durante dez semanas de infeccao. As culturas
de macrofagos de animais infectados e nao infectados foram cultivadas em
presenca de ExoAg, LPS e somente meio RPMI-1640C. As concentracdes de
IL-6 foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma
reta padréo previamente estabelecida com concentra¢cdes conhecidas de IL-6.
Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrao de 5

animais por semana de infecgéo.



11. Determinacao da Liberacao de IL-10

A determinagdo da liberagdo de IL-10 foi realizada nos
sobrenadantes das culturas de células totais dos linfonodos de
camundongos Swiss normais e infectados durante dez semanas em
presenca do exoantigeno do fungo, ConA ou somente meio de cultura
RPMI-1640-C como controle. Os resultados foram calculados por reta
padrdo previamente estabelecida com concentracées molares conhecidas
de IL-10 e estao representados na Figura 11 e Tabela 11.

Em presengca do exoantigeno, as células totais dos linfonodos
dos animais infectados produziram altas concentragdes de IL-10 nas trés
primeiras semanas de infeccdo, com pico de liberacdo entre a primeira e
quarta semanas, com p<0,01 quando se compara esta semana com a
décima, e decréscimo a partir da sétima até a décima semana, sendo
p<0,001 quando se compara a quinta semana com a décima.

As células dos animais infectados quando estimuladas com a
ConA, liberaram quantidades praticamente constantes de IL-10 até a quinta
semana, sendo p<0,001 quando se compara a primeira semana com a
sexta semana, e com decréscimo a partir da sexta até a décima semana de
infecgdo, com p<0,01 entre a sexta e a décima semana.

Quando as células dos animais nao infectados foram cultivadas
em presenca de ConA ou do exoantigeno, observa-se que a liberacao de
IL-10 em presenca de qualquer destes estimulos ocorre de forma

relativamente constante no decorrer das dez semanas estudadas. Mas
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pode-se verificar também que a ConA é mais eficaz em estimular a

liberacao de IL-10 pelas células totais dos linfonodos que o exoantigeno .
Tanto as células dos animais infectados quanto aquelas dos néao

infectados, quando cultivadas na auséncia de estimulo produzem

quantidades muito pequenas de IL-10.
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Figura 11 — Concentracao de IL- 10 liberada nos sobrenadantes de cultura
de células totais de linfonodos de camundongos Swiss normais e
infectados com S. schenckii durante dez semanas. As células totais dos
linfonodos de camundongos infectados e normais foram cultivados em
presenca de exoantigeno, ConA e somente meio RPMI-1640C. As
concentragoes de IL-10 foram calculadas através de uma reta padrdo
previamente estabelecida com concentragdes molares conhecidas de IL-10. Os
resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrao de 5

animais por semana de infecgéo.



12. Determinacao da Liberacao de IL-4

A cultura celular foi realizada na presenca de ConA, ExoAg e
somente meio RPMI-1640C. Os resultados obtidos nas diferentes semanas
de infeccao estao representados na Figura 12 e Tabela 12.

Observou-se no sobrenadante das células totais dos linfonodos
dos animais infectados tratadas com ExoAg, um aumento gradativo, a partir
da primeira semana de infeccdo, da concentragdo durante todas as
semanas de infeccdo, com nivel de significancia de p<0,001 entre todas
elas. A maior concentracao de IL-4 foi notada durante a décima semana
(p<0,001) de infecgao fungica.

Na presengca de ConA, as mesmas células infectadas
apresentaram um padrao de resposta que difere daquele observado com o
ExoAg diminuindo gradativamente no decorrer das dez semanas de
infeccédo, com p<0,01.

Em presenca de ConA, as células dos linfonodos totais dos
animais normais liberam maior quantidade de IL-4 comparando-se com as
mesmas células frente ao ExoAg em todas as semanas de infec¢do, com
p< 0,01.

A produgéo de IL-4 pelas células de camundongos infectados
quando comparadas com as dos normais foi pouco expressiva. Porém,

verificou-se que as células dos animais infectados liberam mais IL-4 que os
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animais nao infectados, sendo as diferencas estatisticamente significativas,

com p<0,01 comparando as dez semanas entre si.

75



76

@ ExoAg- Infectado [l ConA- Infectado [l RPMI- Infectado
() ExoAg- Normal [ ] ConA- Normais [ | RPMI- Normais

E{/E/E

40

20

Concentracao de IL- 4 (pg/mL)
“C
F\i}!—H
H4 \m
/ |

< / -
\ ...
10 Lk \§\
T -
0- —E—E —ﬂ—ﬂ o — e e
1 7 8 9 10

SEMANAS DE INFECQAO

Figura 12 — Concentracao de IL-4 liberada de células totais de linfonodos
de camundongos Swiss infectados e nao infectados com S. schenckii
durante dez semanas. As culturas de células de linfonodos totais foram
cultivadas em presenca de ExoAg, ConA e somente meio RPMI-1640C de
animais infectados e n&o infectados. As concentragdes de IL-4 foram
calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando reta padrao
previamente estabelecida com concentragbes conhecidas de IL-4. Os
resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5

animais por semana de infecgao.



13. Deteccao de anticorpos IgG durante o periodo de infeccao

A deteccdo de IgG foi realizada utilizando soro inativado de
animais infectados e com o fungo Sporothrix schenckii. Foram selecionadas
quatro diluicbes dos soros obtidos dos animais infectados para detectar a
presenca de IgG durante as dez semanas de infecgdo. Os resultados
obtidos nas diferentes semanas de infec¢ao estao representados na Figura
13 e Tabela 13.

Observou-se na diluicao 1/20 resultados significativos para a
deteccao de IgG, quando se compara a segunda com a quarta semana de
infeccdo com p<0,01 e a segunda com a décima semana, com p<0,001
considerado extremamente significativo.

Na diluicdo de 1/320 observou-se valores significativos para a
presenca de IgG entre a segunda e sexta semana, com p<0,01 e segunda
com a décima com p<0,05 para as semanas estudadas.

Com relacao a diluicao de 1/2560 os valores foram significativos
quando comparadas a segunda com a sexta semana de infeccao, p<0,05,
e quarta com a décima semana com p<0,01, considerado extremamente

significativo.
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Figura 13 — Deteccao de IgG do soro de camundongos Swiss infectados com S.
schenckii durante dez semanas nas diluicoes de 20, 320, 2560. O valor de
referéncia “cut off” determinado com soros de animais normais foi de 0,067+0,010 de
absorbéancia. Os resultados foram expressos em D.O, como média * desvio padrdo de
5 animais por semana de infecgao.
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Quadro1 - Representacdo dos resultados observados na esporotricose experimental:

Resultados animais infectados

frente Ex0Ag 1* a 3* Semana 4* a 6* Semana 72 a2 10* Semana

—>
<
—>

Viabilidade Celular

Atividade da enzima iNOS

Liberacdo de 6xido nitrico

Liberagdo de IL-1

Liberacao de TNF-a

Liberacao de IL-12 p40

Liberacao de IFN-y

Liberagao de 1L-2

Transformacao linfocitaria

Liberagao de IL-6

Liberagdo de 1L-10

Liberagao de 1L-4

> | —| > | —| | > | — | —| > — |
«— | > | > | | «| >| > | | «—| >| >
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Detecgado de anticorpos IgG
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V. DISCUSSAO

O estudo da resposta do hospedeiro para varios fungos patogénicos tem
crescido significativamente nos Ultimos anos, especialmente devido ao aumento
de infeccOes diagnosticadas em pacientes imunocomprometidos (CLEMONS,
2000). Esta claro que os componentes inato, mediado por células e humoral
desempenham papel fundamental na resposta imune aos fungos (ROMANI e
KAUFMANN, 1998).

A esporotricose é uma micose subcutanea, causada pelo fungo Sporothix
schenckii, geralmente é localizada, atingindo a pele e os vasos linfaticos,
algumas vezes o pulméo, ossos e articulagdes (BELKNAP, 1989). A capacidade
da resposta imune do hospedeiro determina o grau de invasado do fungo
patogénico (ALBONORZ et al., 1986).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle da esporotricose
envolvem ambas as imunidade celular e humoral. Nesse trabalho foi analisada
a inter-relacéo da imunidade inata e adaptativa através de seus mediadores que
podem agir de maneira coordenada ao longo da infeccao sistémica induzida
pelo Sporothrix schenckii.

A participacao efetiva dos macréfagos ativados por células T CD4+ foi
confirmada na esporotricose experimental (SILVA et al., 2001). Esse
mecanismo tem sua importdncia na defesa contra o Sporothrix schenckii
juntamente com as células T que possuem papel fundamental na resisténcia a
esta infecgao, inibindo o crescimento do fungo nos érgaos (SHIRAISHI et al.,

1992).
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Para avaliar a resposta imune a infec¢do pelo Sporothrix schenckii, neste
trabalho foram utilizados macréfagos obtidos do exsudato peritoneal e células
de linfonodos de camundongos infectados, em comparagdo com as mesmas
células de animais normais, ou seja, nao infectados.

O primeiro questionamento do trabalho foi avaliar como a viabilidade das
células do hospedeiro se comportaria ao longo da infeccao experimental. A
analise da citotoxicidade do exoantigeno (ExoAg) obtido a partir do meio de
cultivo do Sporothrix schenckii foi realizada para avaliar o comportamento das
células em cultura.

Nos resultados apresentados nesse trabalho, observou-se que as células
dos animais infectados estdo mais suscetiveis as condigées de cultura, seja em
presenca de estimulo (ExoAg e LPS — Figura 1) ou mesmo na auséncia desses,
quando comparadas com as células dos animais nao infectados nas mesmas
condicdes de cultivo. Isso provavelmente ocorra porque as células dos animais
normais nao entraram em contato com o fungo, ao contrario dos animais
infectados, onde as células ja sensibilizadas estdo em processo de defesa no
animal.

Na literatura, a interacao entre macréfagos e Sporothrix schenckii foi
demonstrada em um modelo de esporotricose crénica na qual ndodulos
testiculares se formaram apds a inoculacdo intraperitoneal em camundongos.
Foi verificada a presenca de macréfagos e fungos fagocitados, onde os nédulos
apresentaram leveduras viaveis por seis meses, apesar de estarem

internalizadas nos macréfagos (HIRUMA et al., 1998).
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Na infec¢do por Paracoccidioides brasiliensis os macrofagos ativados via
IFN-y, TNF-o0 e LPS produziram dois tipos de produtos com acgao citotéxica:
reativos intermedidrios do oxigénio e reativos intermediarios do nitrogénio

(GONZALEZ et al., 2000).

A geracao de éxido nitrico pela isoenzima 6xido nitrico sintase induzivel
ou NOS I, tem sido demonstrada na atividade antimicrobiana de macréfagos
ativados contra uma variedade de patdgenos intracelulares entre eles

Leishmania major e Leishmania monocytogenes (RIVERA et al., 2002).

A iNOS induz a producéo de grande quantidade de NO com importante
atividade microbicida antitumoral e antiparasitica. Os macrofagos sao
considerados os maiores produtores de INOS por ativacdo dependente de

citocinas (FORSTERMANN, 1995).

Nossos resultados demonstraram um aumento significativo da iINOS
comparando o ExoAg e o LPS em todas as semanas de infecgdo (Figura 2).
Houve maior producédo de iNOS entre a quarta e sexta semana de infeccéo,
seja em resposta ao exoantigeno ou ao LPS, provavelmente demonstrando
uma tentativa de eliminacdo do fungo pelos macrofagos, através de uma via
dependente de NO. O maior pico de producdo da enzima foi observado no
sobrenadante de cultura de macrofagos dos animais infectados na presenga de
LPS, demonstrando sua capacidade estimuladora de iNOS para a producéao de
NO. Os animais normais apresentaram valores muito baixos de expressao da

enzima 6xido nitrico sintase induzivel.
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Kawakami et al. (1997) demonstraram que a iNOS estimula a geracao de
citocinas expressas por macréfagos ativados em uma cooperag¢ao conjunta da

defesa do hospedeiro contra a infec¢ao por Cryptococcus neoformans.

A estrutura do LPS é anfipatica, composta de uma porcao polissacaridica
covalentemente ligada a regidao hidrofébica da regiao do lipidio A. As respostas
celulares dos macréfagos ao LPS sdo numerosas, praticamente cada aspecto
da fisiologia dessas células é de algum modo influenciado pelo LPS. O LPS
induz um aumento no consumo de glicose e oxigénio e entdo as células
adquirem alta capacidade funcional, como a capacidade de matar
microorganismos e células tumorais. Desse modo, o0s macrofagos
desenvolveram um eficiente mecanismo para o reconhecimento do LPS, e
portanto essa substdncia esta entre os mais potentes estimuladores de

macrofagos (ZWILLING & EISENSTEIN, 1994).

As moléculas de LPS sao liberadas ap6s a bacteridlise ou durante
periodos de rapida proliferacdo bacteriana. Estdo relacionados a varias
respostas patofisiolégicas em infeccdes bacterianas severas causadas por

gram-negativos e inflamacao generalizada (LANGHAS, 1996).

O conhecimento da importancia do NO nos estados fisiolégicos e
patofisiolégicos abriu uma gama de possibilidades, especialmente no
entendimento dos mecanismos que modulam essa molécula efetora. A ativacao
da iINOS leva a produgédo de niveis micromolares de NO, quantidade muito
maior do que o nivel nanomolar gerado pela enzima constitutiva eNOS e nNOS

(ACHIKE & KWAN,2003).
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Um grande numero de modelos animais de doengas infecciosas e auto-
imunes demonstrou que o éxido nitrico gerado pela iINOS possui propriedades

imunoreguladoras e citotéxicas (LIANG-ZHAO, 2001).

Se por um lado o NO derivado da iNOS confere protecao contra muitas
bactérias intracelulares e parasitas, ele também ajuda a combater varias
infecgOes virais e esta envolvido no controle de tumores. Por outro lado, a iINOS
também promove a angiogénese tumoral e a metastase, e também destruicao
tecidual e doengas em varios modelos animais de auto-imunidade (BOGDAN,

1998).

O NO é uma molécula mensageira envolvida na regulacao de diversos
processos fisioldgicos incluindo a contracdo da musculatura lisa, a reatividade
plaquetaria, a neurotransmissédo central e periférica e as agdes citotoxicas de
células imunoldgicas. Essa molécula é crucial para muitas funcoes fisiologicas e
a sua liberacao inapropriada esta ligada a numerosas patologias

(HOBBS,1999).

Nessa pesquisa realizada com o exoantigeno obtido do Sporothrix
schenckii, foi possivel observar uma grande producdo de NO (Figura 3),
ocasionada pela estimulacdo dos macrofagos por LPS. Os maiores niveis de
NO nas dez semanas estudadas foram observados entre a quarta e sexta
semana de infeccdo. Esse periodo coincide com o periodo de supressao
verificado em estudos anteriores realizados em nosso laboratério (CARLOS et
al., 1992; 1994; 1999). Isso sugere que a producdao de NO durante a infeccao

causada pelo S. schenckii tem efeito supressor no periodo entre a quarta e
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sexta semana, e que a reducdo da produgdo nas semanas posteriores esta
relacionada a atividade microbicida dos macrofagos e a remissao da infeccao.
Os animais normais produziram quantidades relativamente constantes de NO
no decorrer das dez semanas, seja em presenca de LPS ou Exoag. Quando na
auséncia de estimulo os animais infectados produziram baixa concentracao de

NO, durante todo o periodo estudado.

Esses resultados sdo concordantes com aqueles observados por Bocca
et al. (1998) onde, através de estudos com o fungo Paracoccidioides
brasiliensis, observaram que ha producao espontanea de NO com depressao
da resposta ao antigeno do fungo ou a mitégenos (ConA), com um visivel
aumento das lesdes pulmonares. Quando a producao de NO foi inibida nesses
animais observou-se aumento na liberacdo do TNF-a que reverteu a falha da
capacidade imunoproliferativa e reduziu as lesdes pulmonares, porém com
elevacao da carga fungica nos pulmdes. Portanto, apesar do NO ser importante
na eliminacao do fungo, a produgcéo de NO durante a infec¢do contribuiu para

um estado de imunossupressao durante a mesma.

Os macréfagos esplénicos de camundongos infectados com Histoplasma
capsulatum expressam iNOS e esta expressao esta correlacionada a gravidade
da doenca. Assim foi observado que a producdo de NO esta associada a
atividade supressora dos macrofagos nesta infecgdo e parece também estar
relacionada a resposta anti-proliferativa das células do bago de camundongos

infectados (LANE et al., 1994).
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Nascimento et al. (2002) demonstraram que camundongos suscetiveis
ao P. brasiliensis produziram maiores concentracées de NO e por maior periodo
enquanto que os animais resistentes produziram maiores quantidades de TNF-
o. Com isso, acredita-se que o aumento na producao de NO e TNF-a esta
relacionado a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo. A inibigao do NO
permite que os animais apresentem lesdes teciduais extensivas com o aumento
da carga fungica em suas visceras, quando comparados com 0s controles.
Assim, o NO derivado da iNOS parece ser essencial para a resisténcia ao fungo
P. brasiliensis, mas a producdo excessiva dessa molécula efetora esta

associada a suscetibilidade.

A INOS é necessaria para a resposta imune contra infeccées. Em
pacientes com esporotricose observou-se que a producdo de IFN-y pelas
células do granuloma esta, provavelmente, relacionada a geracdo de
hipersensibilidade tardia, direcionando a resposta para um perfil Th1 (KOGA et

al., 2002).

Gonzalez et al. (2000) observaram que a producdo de NO pelos
macréfagos peritoneais induzida pelo IFN-y foi capaz de restringir o crescimento
intracelular do P. brasiliensis, indicando um mecanismo efetor importante. O
IFN-y exerce efeito protetor na paracoccidioidomicose e parece ser o principal
mediador da resisténcia contra a infecgdo fungica em modelo murino,

promovendo acao antifungica dos macréfagos através da producéao de NO.

Em modelo experimental de leishmaniose, a incapacidade de controlar a

infeccao foi correlacionada com a auséncia na producao de IFN-y pelas células
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T e na falha da ativacdo de macréfagos em destruir o parasita intracelular.
Estudos demonstraram que em macréfagos ativados via TNF-a e iNOS o
parasita conseguia ser eliminado pelas células fagociticas (MOSSALAY!I et al.,

1999).

Remeteria et al. (1995) observaram que a Candida albicans estimula a
producdo de INOS em macréfagos peritoneais murinos aumentando a

capacidade dessas células em destruir estes microorganismos.

O NO tem sido mostrado em modelos de doencgas inflamatérias, como
um mecanismo importante para aumentar o fluxo sanglineo no local da
inflamacdo e assim, permitir o recrutamento de células efetoras Th1

(REDEGELD et al., 1997).

A produgédo de NO, também tem sido relacionada a supressdo nas
doencas bacterianas. Estudos verificaram que o NO estd envolvido na
imunossupressao causada pela bactéria Listeria monocytogenes (MACFARLAN

et al., 1998).

Goldeman et al. (2000) observaram a exacerbacao da infec¢do por C.
neoformans em camundongos através da inibicado da sintese de iINOS através
da administracdo de analogos da arginina. No modelo estudado, a reducéo da
expressao da iINOS proporciona uma infeccao persistente. Ainda demonstram
que as células do granuloma formado pela infecgéo fungica produzem baixos

niveis de iNOS.
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A sintese de NO através da iNOS é induzida por varias citocinas
incluindo IFN-y, IL-1B, TNF-a e linfotoxinas. A IL-1B é uma citocina potente que
tem sido associada com varias condicoes patolégicas como infeccéo,
inflamacao e condi¢cdes de malignidade. O aumento da producéo dessa citocina
pode ser correlacionado com o aumento da citotoxicidade e da eficacia da
atividade bactericida das células efetoras imunoldgicas (BOSE & FARNIA,

1995).

A amplitude dos sinais intracelulares induzidos pelas citocinas IL-1p e
TNF-a depende do numero de ligantes sollveis e de receptores de membrana

expressos pela célula alvo (SPORRI et al., 2001).

Em nosso trabalho, obtivemos resultados muito interessantes em relacao
a IL-1B. Ocorreu uma depressao na liberacdo dessa citocina entre a quarta e
sexta semana de infeccdo quando as células dos animais infectados foram
cultivadas em presenca do ExoAg ou LPS (Figura 4). Essa depressao coincide
com o periodo de maior liberacao de NO e iNOS, caracterizado por ser um
periodo de imunossupressdao e de maior comprometimento do animal. As
células dos animais normais produziram quantidades relativamente constantes
no decorrer das dez semanas de infeccdo quando cultivadas na presencga de
ExoAg e LPS. Na auséncia de estimulo, tanto as células dos animais normais

quanto as dos infectados produziram baixas quantidades de IL-1.

Esses resultados sdao compativeis com trabalhos anteriores realizados
por Carlos et al. (1994) onde a producdo de IL-1 e TNF-a ocorrem

principalmente nos estagios iniciais e finais da esporotricose experimental, e
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esta reducdo na producédo de IL-1 e TNF-a entre a quarta e sexta semana de
infeccdo parecem estar relacionadas a depressdo na resposta apresentada

neste periodo.

Os resultados de liberacdo de IL-1B sdo concordantes com aqueles
observados na liberagdo de TNF-a, visto que sdo citocinas que atuam em
conjunto, pois ambas sdo consideradas como mediadores proé-inflamatérios
produzidos por macrofagos ativados. Assim, também foi encontrada baixa
liberacdo de TNF-a entre a quarta e sexta semana de infecgcdo quando as
células dos animais infectados foram cultivadas em presenca de ExoAg e LPS
(Figura 5), periodo de maior comprometimento do hospedeiro, com picos de
liberacdo dessa citocina nas semanas finais de infecgdo, o que reflete a
recuperacao do hospedeiro. As células obtidas de animais normais quando em
presenca do LPS, produziram elevada quantidade de TNF-a quando
comparada com o ExoAg. Os animais infectados e normais na auséncia de
estimulo produziram baixas quantidades de TNF-a durante as dez semanas de

infeccéao.

A baixa producdo de TNF-a entre a quarta e sexta semana esta
relacionada ao periodo de imunossupressao observado na infec¢cao provocada
pelo Sporothrix schenckii. Uma vez que o TNF-ao € uma citocina muito
importante na regulacao da resposta imune e inflamatéria, essa reducao na sua
producédo pode estar favorecendo uma depressao na cascata de citocinas que
participam da resposta imune, gerando um estado de imunossupressao. O

TNF-a também participa no processo de recuperacéao tecidual e de cicatrizacao
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(BEUTLER,1995). A alta producado de TNF-a nas semanas finais da infeccéao

fungica indica a eliminagcao do patégeno e reparo tecidual.

Sisto et al. (2003) demonstraram uma via dependente de TNF-a e IFN-y
no desenvolvimento de uma imunidade protetora na infecgdo por Penicillium
marneffei. Estudos com outros patégenos demonstraram que a auséncia de
IFN-y ndo diminui a producao da outra. O TNF-a e o IFN-y sdo essenciais para
expressdo de iINOS nos macréfagos. Em estudos realizados utilizando
camundongos nocaute para IFN-y, esses sofreram uma deficiéncia na
expressao de iNOS que pode levar ao desenvolvimento de uma infecgao fatal
por P. marneffei . Isso demonstra que o NO contribui para a morte celular do

patégeno por células de macréfagos murinos in vitro.

Isso leva a crer que a depressado apresentada entre a quarta e sexta
semana de infeccdo por S. schenckii na liberacdo de TNF-a parece
comprometer 0 organismo hospedeiro. Correlacionando com os altos indices de
NO apresentados anteriormente no periodo citado, a liberacdo de TNF-a é
suprimida levando a uma maior suscetibilidade do hospedeiro frente a infeccéao

esporotricética (MAIA, 2005- anexo Il).

Souto et al. (2000) investigaram o papel do TNF-a e IFN-y na resisténcia
a infeccao pelo fungo P. brasiliensis em camundongos. Observaram que
animais deficientes em receptores para essas duas citocinas eram incapazes
de controlar o crescimento das células leveduriformes e sucumbiam frente a

infeccdo. Por outro lado, animais selvagens (normais) produziram altos niveis
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de NO resultando em baixa proliferacao das células T em resposta a ConA.
Assim, concluiram que a producado de TNF-a e IFN-y medeiam a resisténcia a
infeccao pelo P. brasiliensis e induz a producdo de NO que determina a nao

responsividade das células T.

A IL-12 é uma citocina heterodimérica composta pelas cadeias p35
(constitutiva) e p40 (induzivel) que se encontram ligadas covalentemente e
exercem um grande numero de efeitos pleiotropicos (KOBAYASHI et al., 1989;
BRUNDA et al., 1994). Ela é produzida por macréfagos e, em menores
propor¢cbes, por linfocitos B. A IL-12 atua sobre células NK induzindo a
producdo de IFN-y (D’ANDREA et al., 1992; GAZZINELLI et al., 1993) Além
disso, a IL-12 induz a diferenciacao de células CD4+ Th1 e subseqlientemente
o desenvolvimento da resposta imune celular. Dessa forma, ela pode constituir
uma importante ligagdo entre os mecanismos da resisténcia inata e da

imunidade adquirida (TRINCHIERI, 1994).

Os resultados de determinagao de IL-12 durante esse trabalho pelos
macréfagos peritoneais de camundongos infectados com o S. schenckii
evidenciaram um aumento crescente na producdo da citocina até a sexta
semana de infec¢cdo com posterior declinio até o final da infecgdo em presenca
de ExoAg e LPS (Figura 6), sugerindo a participacdo de uma resposta Th1 ou
imune celular. As células dos animais nao infectados nao responderam ao

estimulo do ExoAg e LPS para liberacao de IL-12.

Koga et al. (2001) realizaram estudos demonstrando que as células

dendriticas também estdo presentes no granuloma da esporotricose, seja
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atuando como célula apresentadora de antigeno ou pela producao de IL-12

gerando uma resposta Thi.

Cenci et al., (2000) reportaram que a resisténcia a aspergilose pulmonar
invasiva em camundongos imunocomprometidos foi dependente de baixos
niveis de TNF-a, IL-12 e IFN-y. Desse modo verificaram que a suscetibilidade a

doenca estava condicionada a ndo producao dessas citocinas.

A IL-12 é muito importante na imunossupressao induzida pelo NO em
infeccdo causada pela bactéria S. typhimurium, através de sua capacidade de
estimular a producao de IFN-y por macréfagos supressores, produtores de NO

(SCHAWACHA & EISENSTEIN, 1997).

As células T “helper” agem como papel central na regulacéo da resposta
imune por secretar citocinas que modulam o desenvolvimento das atividades

imuno efetoras (MENCACCI, 1998).

A producéao precoce de IFN-y pelas células T durante uma infeccao pode
afetar significativamente a resisténcia do microorganismo patogénico por induzir
preferencialmente a diferenciacdo de células Th1, que favorece a resposta
mediada por célula, contra a Th2 que favorece uma resposta humoral,

frequentemente insuficiente a infec¢cdo (D’ANDREA et al., 1992).

Os resultados de determinacdo de IFN-y durante esse trabalho pelos
linfocitos de camundongos infectados com o S. schenckii coincidem com
aqueles apresentados quanto a producao de IL-12, j& que a IL-12 ativa as

células T a secretarem IFN-y. Observou-se baixa producdo de IFN-y nas
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primeiras trés semanas de infecgdo, com picos de liberacdo entre a quarta e
sexta semana de infeccao tanto para as células frente ao ExoAg como frente a
ConA (Figura 7). Ainda em contato a esses antigenos, ocorreu um decréscimo
na producao de IFN-y a partir da sétima semana, persistindo até a décima
semana de infec¢do. Os animais normais apresentaram baixa liberacao de IFN-
v durante as dez semanas de infec¢édo tanto quando estimulados com ExoAg ou
ConA. Os animais infectados e normais apresentaram pouca producao de IFN-y

na auséncia de estimulo.

Em estudos realizados com a infecgdo causada por P. brasiliensis, uma
alta producdo de IFN-y apresenta papel protetor em diferentes grupos de
camundongos, se comportando como o maior mediador na resisténcia contra a
infeccao fungica no camundongo, associada a producao de NO (GONZALEZ et

al., 2000).

A IL-18 foi clonada como um fator indutor de IFN-y, que juntamente com
a IL-12, ativa sinergicamente a producédo de IFN-y em células T, B e NK. A
importancia da producdo de IFN-y na resposta a Listeria monocytogenes e
Toxoplasma gondii estda na ativacdo de macrofagos por essa citocina em
produzir IL-12 e IL-18 que irdo levar a formacgao de altas concentracdes de IFN-

Y € desenvolver uma resposta imune celular protetora (FUKAO et al., 2000).

Durante a infecgdo experimental murina com o fungo H. capsulatum
observou-se que os efeitos protetores da IL-12 sdo mediados através da

inducao de IFN-y (ZHOU et al., 1995).



94

Zhang et al. (1997) relataram que a IL-12 e a IL-18 agem sinergicamente
na inducao da producao de IFN-y e NO por células do exsudato peritoneal,

estimulando a atividade fungicida dessas células contra o C. neoformans.

Cano et al. (1998) demonstrou em modelo animal de
paracoccidiodomicose que a deplecao de IFN-y juntamente com a
administracao de anticorpos anti- IFN-y exacerbam a infeccao fungica deixando
o animal suscetivel a infeccdo. Isso indica a necessidade de IFN-y para o

desenvolvimento da imunidade protetora e a eliminagao do fungo em modelo de

paracoccidiodomicose pulmonar.

A IL-6 é uma citocina multifuncional que atua regulando a resposta
imune, hematopoiese, proteinas de fase aguda, entre outras fungdes indicando
que esta citocina desempenha um papel central nos mecanismos de defesa do

hospedeiro (KISHIMOTO, 1989).

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram elevada producao
de IL-6 pelos macréfagos peritoneais de camundongos infectados com S.
schenckii ao longo de todo o periodo estudado. Os picos na producéo de IL-6
foram vistos principalmente entre a quarta e sexta semanas de infeccdo quando
em presenca de LPS e ExoAg (Figura 10). Foi verificado que o ExoAg foi mais
eficiente em estimular a producdo de IL-6 nos animais normais do que o LPS
em quase todas as semanas de infeccao (exceto na sexta). Na auséncia de
estimulo tanto as células dos animais infectados quanto as dos normais

produziram baixas concentragdes de IL-6.
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Como em estudos anteriores de Carlos et al. (1999) revelaram que a
fracdo FB (peptideo-polissacaridea) extraida da parede do S. schenckii,
apresentou atividade mitogénica quando adicionada aos linfécitos de
camundongos nao infectados, semelhantes aquela estimulada pelo mitégeno
ConA, pretende-se futuramente conduzir uma investigacido dessa atividade
paralela, mitogenicidade X IL-6. OQutros mitégenos como o LPS,
fitohemaglutinina e o SAC (Staphylococcus aureus Cowan 1) induzem a
producao de IL-6 em tecidos linféides assim como em mondcitos, células T e B

(TAKA & KISHIMOTO, 1992).

A administracao de IL-6 reduz a severidade da infeccao induzida por C.
neoformans, sugerindo um papel dessa citocina na defesa do hospedeiro contra

o fungo (BEENHOUWER, 2001).

Um método classico para estimular a proliferacao de células NK in vitro é
cultiva-las em presencga de IL-2. Essa citocina tem importancia fundamentada

na resposta antimicrobicida exercida pelas células T (O'GARRA et al., 1998).

Estudando-se a liberacdo de IL-2 durante a infeccdo pelo S. schenckii
nos sobrenadantes das culturas de linfécitos murinos verificou-se uma producao
dessa citocina nas trés semanas iniciais da infeccao tanto na presenca de
ExoAg como na presenca de ConA (Figura 8). Os animais infectados
apresentaram uma liberacdo de IL-2 mais expressiva durante as dez semanas
de infecg¢do frente ao mitdgeno ConA do que ao ExoAg. Os animais normais

apresentaram baixa producéo de IL-2 durante as dez semanas de infecgédo. O
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mesmo aconteceu na auséncia de estimulo, tanto nas células dos animais

infectados como normais.

Os resultados obtidos na liberagcdo de IL-2 sdo condizentes com os
resultados apresentados por Granucci et al. (2004) em que células murinas tém
a capacidade de produzir IL-2 no inicio da infec¢dao induzida por produtos
bacterianos em conjunto com o IFN-y, podendo assim modular uma resposta de

perfil Th1.

Koga et al. (1994) observaram que as células mononucleares, quando
cultivadas em presencga da esporotriquina, produzem IFN-y, IL-2 e GM-CSF e
que na auséncia de IFN-y ndo ha producao significativa das demais citocinas. A
resposta tardia parece desempenhar papel importante na resisténcia a infeccao
pelo S. schenckii. As células Th1 podem servir como um evento iniciador
através da liberacdo de IL-2 no local, com subseqlente ativacdo de outras
células Th1, uma vez que essa citocina atua como indutor da proliferacao

dessas células.

Muguruma et al. (1995) estudando o perfil de citocinas nas lesées da
esporotricose observaram que as citocinas de perfil Th1, como a IL-2 e o IFN-y,
sao predominantes, embora se encontre a presenca de TNF-a e iINOS nas

mesmas lesoes.

Para confirmar a presenca da imunidade celular foi realizado nesse
trabalho o teste de transformag&o linfocitaria in vitro (Figura 9), utilizando cultura

de linfécitos extraidos dos linfonodos totais. Os animais infectados pelo



97

S.schenckii apresentaram uma depressao na resposta celular entre a quarta e
sexta semana de infecgao frente ao ExoAg e a ConA. A ConA apresentou
melhor desempenho em incorporar a timidina triciada em comparacdo com o
ExoAg, fazendo jus a consideracdo daquela como potente estimulador da
resposta imune celular. Na auséncia de estimulo os animais apresentaram
baixos indices de incorporacdo de timidina triciada em todas as semanas de

infeccéao.

A partir da sétima semana de infeccdo houve aumento da incorporacao
da timidina pela ConA. Em trabalhos realizados por Carlos et al. (1992), foram
encontrados resultados semelhantes, porém o antigeno usado foi o antigeno
soluvel (AgS) extraido do S. schenckii. Houve uma depresséo entre a quarta e
sexta semana de infeccdo e posterior aumento na quantidade de timidina

incorporada pelas células esplénicas murinas.

Em estudos com T. cruzi foi demonstrado que durante a fase aguda da
infeccao ocorre intensa supressao da proliferacdo de células T em resposta a
mitdégenos ou antigenos do parasita. Uma diminuicdo da proliferacao celular
coincide com elevados niveis de IFN-y e NO e redugao de IL-2 nos animais
testados. A supressao da resposta proliferativa seria o resultado do aumento da
producdo de NO por macréfagos ativados por IFN-y, aliados a producao

insuficiente de IL-2 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995).

Esses resultados sdo compativeis com os encontrados nesse trabalho
em relacéo aos indices de liberacao de IL-2 e IFN-y, pois no mesmo periodo de

depressao apresentado no teste de transformacéo linfocitaria (42 e 62), houve
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aumento significativo na detecgcdo de IFN-y e pouca quantidade de IL-2

liberada.

A partir dos anos 80, tornou-se aparente que a regulacado das citocinas
deveria ser firmemente controlada. Sabe-se que o funcionamento do sistema
imunolégico é equilibrado pela atividade de mediadores pr6 e antiinflamatoérios.
A atividade nao regulada desses mediadores pode levar ao desenvolvimento de

doencas inflamatérias sérias.

A polarizacdo dos subtipos Th1 e Th2 desenvolvida da mesma célula T
precursora e a diferenciacdo em dois fenétipos, dependem da dose do antigeno
e co-estimulacao para o inicio da diferenciacdo Th (CONSTANT & BOTTOMLY,
1997).

A dicotomia entre o papel da imunidade celular e humoral contra
patdégenos, foi determinada no contexto da diferenciagdo dos subtipos de
células T, ajudando a formar as bases da relacdo Th1/Th2 (MOSMANN &
COFFMAN, 1989).

As células Th1 produzem IFN-y, IL-2, TNF-B, e sao eficientes na
eliminacao de patégenos intracelulares, via ativacdo de macrofagos. As células
Th2 liberam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que ativam a imunidade humoral e sao
secretadas de maneira acentuada na presenca de antigenos persistentes
(MOSMANN et al., 1986; RENGARAJAN et al., 2000).

A IL-10 foi originalmente descrita como uma citocina produzida por
células Th2, modulando efeitos antiinflamatérios, agindo primeiramente em

fagocitos e células apresentadoras de antigenos (TRINCHIERI, 2001).
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Nesse trabalho, avaliou-se a liberagao de IL-10 por células de linfonodos
totais em camundongos infectados e normais com S. schenckii. Verificou-se um
aumento significativo na liberagdo de IL-10 nos animais infectados frente ao
ExAg e ConA nas quatro primeiras semanas de infeccdo com posterior declinio
até a décima semana de infecgdo. Os animais normais apresentaram baixos

niveis de liberacao de IL-10 quando comparados com os infectados.

A secrecao de IL-10 no inicio da infeccao foi observada por FARAH et al.
(2001) em modelo experimental de candidiase orofaringea. Eles descreveram
sua secrecao por neutréfilos e posteriormente o desenvolvimento de uma
resposta mediada por células T, que voltam a modular as fungdes dos
neutréfilos em um processo de “feedback”. Esses resultados estdo de acordo
com os encontrados nesse trabalho, pois no inicio da infeccao esporotricética
ha o aparecimento de altos niveis de IL-10 até a terceira semana de infecgao
(Figura 10).

Analisando-se o0s resultados de IL-10 apresentados nesse trabalho
podemos verificar uma correlagdo com os baixos niveis de IFN-y nas primeiras
trés semanas de infecgao (Figura 11). Isso vem de encontro com os achados de
Deep et al. (2003) que observaram o aumento dos niveis de IFN-y em
camundongos deficientes em IL-10, uma citocina criteriosamente envolvida no
controle da carga fungica na histoplasmose. Isso confirma a auto-regulacao
observada na cascata de citocinas.

Cenci et al. (2000) reportaram que em modelo de aspergilose murina o

animal se torna resistente ao fungo devido a altos niveis de TNF-a, IL-12 e IFN-
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v . Por outro lado observaram que os camundongos se tornam suscetiveis ao
fungo quando se encontram altos niveis de IL-10 e IL-4 ao mesmo tempo.

A presenga de IL-10 e IL-4 durante a ativagédo da célula T em resposta ao
H. capsulatum suprime a geracdo de IFN-y nas fases iniciais da infeccao,
atrasando, mas nao afetando a producdo de IFN-y. Quando as citocinas
antagonistas diminuem, a producdo de IFN-y pelas células T imediatamente
recomeca (PENG, 2005).

A IL-4 é uma citocina de caracteristica Th2 expressa por células T.
Possui um importante papel no crescimento e desenvolvimento das células B,
além de proporcionar o controle de alguns processos através da secreg¢ao de
alguns isotipos de IgG como IgG1 e de IgE (GROS et al., 1990).

A IL-4 pode afetar positivamente ou negativamente a funcédo efetora
antifingica das células fagociticas (LEZAMA-DAVILA, 1992).

Os niveis de IL-4 foram dosados no sobrenadante da cultura de linfocitos
obtidos dos linfonodos totais. Os animais infectados com S. schenckii quando
em contato com o ExoAg, apresentaram um aumento gradativo a partir da
primeira semana de infeccdo. A maior concentracdo foi notada durante a
décima semana de infeccdo. Em presenca de ConA as mesmas células
infectadas apresentaram padrdo de resposta oposto ao ExoAg, diminuindo
gradativamente durante as dez semanas de infeccdo. Isso provavelmente
ocorra devido ao comportamento mitogénico que a ConA conhecidamente

exerce sobre a resposta imune celular Th1. Os animais normais liberaram baixa
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concentragao de IL-4 durante todo o periodo de infecgdo, sendo que a ConA
estimulou uma maior liberacdo dessa citocina do que o ExoAg (Figura 11).

No camundongo geneticamente deficiente em IL-4, levado a infecgdo por
toxoplasmose observam-se diferentes papéis para essa citocina. Os estudos
realizados por MENCACCI (1998) demonstraram que a IL-4 parece ser
requerida nos estagios tardios da doenca para desempenhar papel protetor
contra o T. gondii.

Esses resultados sdo concordantes com os apresentados no padrao de
liberacdo de IL-4 na esporotricose aqui observado. A liberacdo de IL-4 é
crescente a partir da quarta semana de infeccdo e seus maiores niveis sao
detectados entre a nona e décima semana de infec¢do frente ao ExoAg (Figura
11).

A IL-4 é um dos mediadores que leva a liberagdo de altos niveis de IL-6,
que por sua vez, € conhecida em regular receptores de IL-4 em camundongos.
Esse pode ser considerado um resultado benéfico entre a IL-6 e IL-4 no
camundongo com candidiase (ROMANI, 1996). Em nossos resultados
observamos um padrao de resposta diferente. Os niveis de IL-6 estao baixos
durante as ultimas semanas de infeccao perante o ExoAg (Figura 10) enquanto
qgue os de IL-4 apresentam seus maiores niveis. Por outro lado, os niveis de IL-
6 sdo condizentes com os resultados apresentados pela IL-12 (Figura 6) e IFN-y
(Figura 7). Muito provavelmente possamos ter o envolvimento de outras

citocinas imunoreguladoras nesse processo. Novamente, o papel da IL-6 na
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esporotricose necessita de mais estudos, 0s quais poderao ser realizados num
futuro préximo.

Uma vez que a resposta desencadeada pelo perfil Th2 é essencialmente
humoral, procurou-se detectar a presenca de anticorpos (Ac) da classe IgG
durante as dez semanas de infeccao através da realizacdo de um teste
imunoenzimatico padronizado em nosso laboratério (dados ainda nao
publicados).

Na Figura 13, nossos resultados demonstraram a detecg¢ao de Ac a partir
da quarta semana de infeccdo com o S. schenckii em todas as diluicdes
realizadas com o ExoAg. Esse resultado mostra uma depressdo até a sexta
semana. Nas semanas posteriores foi possivel detectar a presenca de Ac até a
décima semana de infecgao.

Esses dados confirmam os resultados discutidos anteriormente em
relacdo a IL-4. No caso da IL-4 (Figura 10), citocina de perfil Th2, os maiores
indices de producdo sao encontrados durante as sete semanas finais de
infecgdo pelo S. schenckii. A partir da sétima semana de infecgdo os niveis de
IL-4 estdo altos, persistindo até o final da infeccdo. Nesse mesmo periodo
ocorre um aumento na deteccdo de anticorpos nessa infeccao fungica.
Acreditamos que um dos motivos da remissdo da doencga esporotricética esteja
relacionado aos altos niveis de IL-4 com papel protetor devido a deteccédo de
anticorpos durante 0 mesmo periodo.

Estudos realizados por Cano et al. (1998) em que os autores trataram

células de animais infectados com P. brasiliensis mais anticorpo anti-IFN-y, foi
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observada alta produgdo de anticorpos. Isso vai de encontro com os dados
obtidos nesse trabalho que mostram uma grande producédo de IFN-y entre a
quarta e sexta semana (Figura 7) de infeccao esporotricotica € uma supressao
na deteccéo de anticorpos pelo ELISA nas mesmas semanas.

Em vista de todos esses resultados, conclui-se existir uma efetiva inter-
relacdo entre a resposta Th1 e Th2 nesse modelo experimental de

esporotricose.
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VI. CONCLUSOES

1. As células dos animais infectados estdo mais suscetiveis as
condi¢des de cultura que as células dos animais nao infectados, seja
em presenca de estimulo (ExoAg ou LPS) ou mesmo na auséncia
deles.

2. Foi observada uma depressado da resposta imune na dectecgcédo de
NO e iINOS entre a 42 e 62 semana de infeccao, demonstrando que
altos niveis desses mediadores durante a esporotricose experimental
promove alteracées nas fungdes dos macréfagos e na liberagdo de
citocinas.

3. Observo-se uma depressao na producao de IL-1, TNF-a e na
proliferacdo de células T entre a quarta e sexta semana de infeccao,
periodo de maior comprometimento do hospedeiro, coincidente com o
periodo de imunossupressao observado nas determinacbes de
iINOS/NO.

4. Verificou-se maior liberagdo de IL-12 e IFN-y no periodo entre a
quarta e sexta semana. Tanto a IL-12 como o IFN-y sdo importantes
mediadores da resposta imune celular tipo Th1. A presencga de IL-2
no inicio da infeccao colabora para a prote¢cao do hospedeiro contra o
fungo.

5. A IL-10 parece estar ligada a suscetibilidade do organismo

hospedeiro perante a infecgdo do fungo S. schenckii.
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6. A elevada produgédo de IL-6 e IL-4 nos periodos finais de infecgao
pode ser caracterizada como um perfil Th2 de protecao pela producao

de anticorpos, possibilitando a remissao da doenca esporotricotica.
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VIIl. ANEXO | - Tabelas

Tabela 1 - Viabilidade celular para os grupos testados
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Semanas

de Infeccéo

la

2a

3a

4a

5a

6a

7a

8a

9a

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno

96,32+ 3,75
76,80 £ 2,62
80,22 £ 1,87
86,81 £ 1,08
86,49+ 1,25
90,25+ 1,47
93,71 £1,92
83,40 £ 2,08
80,82 £ 2,25

94,40 + 4,84

LPS
99,18%1,12

90,37+ 1,50
83,87 £ 3,24
89,64 £ 1,85
89,80+ 2,11
97,11£ 2,23
97,24 £ 3,40
97,82+ 2,13
92,89 * 3,30

98,19 £ 2,02

RPMI-1640C
99,75+ 0,50
98,50 + 1,91
99,00 £ 1,41
98,75+ 1,50
97,00 + 4,08
98,00+ 2,82
95,25 + 3,30
96,25 + 2,98
99,50 £ 0,57

99,25+ 0,95

Exoantigeno

98,38 * 3,62
99,42 £ 0,78
98,66 *+ 2,26
94,12+£7,16
96,59 + 3,58
96,86+ 4,53
96,59 * 3,58
96,30 *+ 3,29
96,86 + 4,53

99,42 £ 0,78

LPS
99,60+0,89
99,01+1,85
99,51+0,91
94,57+7,43
96,74+3,03
97,58+3,63
97,37+2,97
99,28+0,97
97,40£3,72

97,0314,18

RPMI-1640C
99,25+ 0,95
97,25+ 1,70
98,00 £ 1,82
97,25+ 3,59
97,75 £ 2,21
97,50+ 2,64
99,25+ 0,95
99,00+ 0,81
99,50 £ 0,57

99,00+ 1,41




Tabela 2 - Valores de liberacao de iNOS (pmol/mL) para os grupos testados
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Semanas
de Infeccao
12
2a
30
42
50
6
7a
g8
9

107

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno LPS RPMI-1640C Exoantigeno LPS RPMI-1640C
65,46 + 8,82 97,06+ 5,32 0,69 0,28 9,96 + 0,60 31,43 + 0,65 0,27+ 0,10
84,40 £ 9.98 101,40+ 4,05 1,05+ 0,29 10,21 + 0,66 31,83 + 0,44 0,27+ 0,12

132,10 £ 11,54 168,70+ 7,90 1,22 £ 0,41 11,63 + 0,38 31,66 + 0,49 0,33+ 0,20
165,10 £ 8,77 190,10 + 8,01 1,35+ 0,54 11,80 + 0,24 32,60 + 0,53 0,43+ 0,19

203,40 + 15,55 209,80+ 9,75 2,40 £ 0,46 11,33 + 0,37 32,79 + 0,56 0,49+ 0,28

217,80 £ 21,23 243,80+ 8,58 2,10+0,48 11,77 £0,19 32,23 + 0,81 0,40+ 0,17
148,90+ 6,87 184,90+ 7,33 1,56 £ 0,27 12,01 + 0,51 32,263 + 0,61 0,42+ 0,23
122,40 + 7,56 179,20+ 10,75 1,12+ 0,27 11,18 £ 0,33 32,13 + 0,70 0,45+ 0,15
119,20 £ 7,94 145,00+ 11,97 0,87 £ 0,24 10,30 + 0,40 31,87+ 0,59 0,27+ 0,12
115,21 + 6,64 128,40+ 9,15 0,92 + 0,24 9,76 + 0,45 30,74+ 0,42 0,56+ 0,26
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Tabela 3 - Valores de liberagdo de NO (umols/5x10°células) para os grupos testados

Semanas ANIMAIS INFECTADOS ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)
de Infeccao
Exoantigeno LPS RPMI-1640C Exoantigeno LPS RPMI-1640C
1" 79,76+ 2,04 91,96+ 1,28 2,99 + 0,77 13,80 + 2,24 39,04+4,40 0,38+ 0,46
2 103,70 £1,81 90,72+ 1,25 4,38 + 0,41 17,98 + 1,51 39,78+2,23 2,00+ 0,55
3 132,83+ 1,37 94,13+1,45 3,73+0,78 14,83 + 2,80 39,78+2,98 0,78+ 0,72
4 165,75+ 1,17 80,13+1,08 4,67 0,22 17,57 £ 1,64 41,4242,64 0,35 + 0,48
> 213,72+ 1,95 79,06+ 1,24 6,25 + 0,34 23,29 + 7,43 46,4614,45 0,28 + 0,40
6* 237,6+ 4,94 76,74+ 2,89 6,38+ 0,84 21,03+ 2,45 45,88+4,21 0,70+ 0,40
7 184,9 + 4,32 77,66+ 1,60 5,86 + 1,32 19,33+ 2,83 41,5245,40 1,11+0,24
8 179,2+1,16 71,612 1,15 4,79 +0,85 24,02 + 2,81 39,74+2,45 0,70+ 0,40
9 145,0+1,33 84,39 1,03 3,64 + 0,72 15,47 + 1,02 38,24+3,63 1,11 £ 0,24
10° 128,10+ 2,30 88,19 £ 0,63 2,58 + 0,63 16,99 + 2,35 29,23+2,80 1,11+ 0,24




Tabela 4 - Valores de liberagao de IL-1B (pg/mL) para os grupos testados
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Semanas

de Infeccao

1a

23

33

4a

Sa

6a

7a

83

9a

107

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno LPS RPMI-1640C Exoantigeno LPS RPMI-1640C
286,80 + 21,72 466,00+ 8,00 12,30 £ 0,92 57.79 + 11.25 170.30 + 11,27 148+ 0,29
269,14 + 31,16 464,80+ 10,13 6,90 £ 0,49 83,09 + 11,70 193.42 + 8,00 1 40+ 0,26
229,65 + 13,45 375,00+ 12,41 6,64 +0,17 114.30 £ 15,73 195.85 + 8,43 1334057
195,04 +12,64 351,20 £9,50 10,48 £ 0,59 107,45+ 10,94 192,25 + 20,32 1,231 0,27
94,00 + 21,07 335,60+ 10,01 13,98 £ 0,36 109,35 + 5,98 203,55 + 12,17 1074047

93,03+8,92 340,00+ 12,45 10,48 £1,32 109,05 + 7,29 205,55 + 14,10 1,24+ 0,42
120,60 11,90 364,80+ 10,50 4,28+ 0,87 98,25 + 8.95 200,55 + 12,07 0.91% 0,33
137,00 £ 13,60 372,00+ 9,56 6,16 + 1,47 91,05 + 3.70 200,25 + 11,81 0,91+ 0,33
142,20 + 17,24 387,60+ 6,73 4,56 % 1,31 90,33 + 2,90 200,64 + 6,09 1 24+ 0,42
168,21 + 17,92 471,00+ 6,28 4,59 + 0,63 85,95 + 3.94 201,05 + 9,82 111+ 0,25




Tabela 5 - Valores de liberacdo de TNF-a (pg/mL) para os grupos testados
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Semanas
de Infeccéo
12
2a
38
42
5
6
7a
ga
9

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno

90,61 £ 18,43
50,06 + 15,53
55,40 £ 14,68
48,62 = 14,11

72,44 £ 15,04
106,90 £ 15,29
183,56+ 18,21
203,35 + 14,65
22,82 £ 16,76

202,47 + 18,12

LPS
286,17+ 15,76

205,03+ 11,66
128,10+ 12,56
91,58 £ 15,26
86,04+ 13,22
74,66t 14,16
186,87+ 14,42
220,94+ 15,81
249,71+ 12,61

289,95+ 13,62

RPMI-1640C

12,30 £ 0,92
6,90 £ 0,49
6,64 £0,17
10,48 £ 0,59
13,98 £ 0,36
10,48 £ 1,32
4,28 £ 0,87
6,16 = 1,47
4,56 = 1,31

4,59 £ 0,63

Exoantigeno
58,57 + 13,95
54,82 + 16,62
48,92 + 14,39
58,46 + 13,13
59,65 + 12,59
66,17 = 19,07
54,50 + 16,09
71,71 13,88
7416+ 11,78

72,86 £ 13,06

LPS
152,60 £ 15,73
161,47 £ 15,48
154,62 £ 14,69
149,06 £ 18,53
152,44 £ 16,75
161,19 £ 15,59
177,26 £ 18,76
174,90 £ 15,95
216,22 + 15,33

206,16 + 12,51

RPMI-1640C

1,48+ 1,28
1,39+ 1,25
1,33+ 1,57
1,23+ 1,26
1,06+ 1,46
1,54+ 1,42
0,91+ 1,33
1,68+ 1,34
1,72+ 1,43

1,24+ 1,38
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Tabela 6 - Valores de liberacédo de IL-12 (pg/mL) para os grupos testados

Semanas  ANIMAIS INFECTADOS ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

de Infeccao
Exoantigeno LPS RPMI-1640C Exoantigeno LPS RPMI-1640C
1? 451,87 + 14,66 659,82+ 30,69 2,99 +£0,77 0,13+ 0,01 0,15 + 0,04 0,38+ 0,46
22 557,20 + 29,78 557,20+ 29,78 4,38 + 0,41 0,13+ 0,02 0,14 + 0,06 1,48+ 0,19
3 733,22 + 34,17 733,22+ 34,17 3,63 +0,49 0,12 + 0,04 0,15 + 0,05 0,78+ 0,72
4 846,60 + 29,08 846,60 + 29,08 4,67 £ 0,22 0,14 + 0,06 0,15 + 0,04 0,35+ 0,48
5 928,35 + 20,34 928,35+ 20,34 4,65+ 0,30 0,14 + 0,03 0,14 + 0,08 0,28+ 0,40
6 963,82 £ 22,17 963,82+ 22,17 5,76 £ 0,37 0,13 + 0,01 0,14 + 0,01 0,70+ 0,40
7 684,80+ 19,09 684,80+ 19,08 4,26 + 0,21 0,15 + 0,08 0,15 + 0,07 1,11+ 0,24
8 561,55+ 19,16 561,55+ 19,16 4,19+ 0,22 0,13+ 0,01 0,16 + 0,02 0,70+ 0,40
9* 450,20 + 14,16 450,20+ 14,16 3,64 +0,19 0,14 + 0,01 0,15 + 0,01 1,11+ 0,24
107 320,02 + 22,04 320,02+ 22,64 2,98 £0,10 0,15+ 0,01 0,16 + 0,03 1,11+ 0,24




Tabela 7 - Valores de liberacdo de IFN-y (pg/mL) para os grupos testados
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Semanas
de Infecgéo
12
2a
30
42
50
6
7a
g8
9

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno

74,95 19,15
64,32 £ 8,48
79,65 £ 4,45
121,24 £ 11,42
143,02 £ 11,00
133,56 £ 15,15
109,08+ 5,60
45,44 £ 10,78
46,32 £ 4,84

32,64 £ 5,42

ConA
83,94+ 5,72

106,17+ 4,91

115,231 11,54
147,50 £ 8,77
182,78+ 15,54
203,40+ 21,22
167,23+ 7,33
163,92+ 10,76
126,07 11,97

112,45+ 9,17

RPMI-1640C

1,52+ 0,68
2,33+0,48
2,09 £ 0,64
3,03 £ 0,52
3,62 £ 0,52
2,09 £ 0,64
1,77+ 0,20
1,50+ 0,40
1,33+ 0,29

1,21+0,28

Exoantigeno

6,02 £ 0,93
5,70+ 1,30
4,72 +£1,17
7,35+ 0,86
6,77 £ 0,61
5,81 +£2,22
7,05+1,05
6,39 10,76
6,30 £ 1,66

6,90 £ 1,01

ConA
11,083 £ 0,94
9,64 1,21
11,23+ 1,50
10,52 + 1,24
11,73 + 1,41
11,90 + 1,39
11,28 + 1,02
10,64 + 1,06
11,58 + 1,32

11,26 £ 1,05

RPMI-1640C
0,53t 0,34
0,63£ 0,28
0,63% 0,25
0,70+ 0,29
0,78+ 0,23
0,63+ 0,25
0,49t 0,25
0,40+ 0,20
0,43£ 0,20

0,40+ 0,21
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Tabela 8 - Valores de liberacédo de IL-2 (pg/mL) para os grupos testados

Semanas ANIMAIS INFECTADOS ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)
de Infeceo Exoantigeno ConA RPMI-1640C Exoantigeno ConA RPMI-1640C
1# 15,24+4,09 1,98+ 2,74 31,01+1,53 2 27+0,2 0,91+ 0,35 1,32+ 0,28
2° 15,09£3,76 1,83+ 2,15 29,64+1,26 2 29+0,86 0,86+ 0,69 1,63+ 0,28
3* 16,89+2,99 1,36+ 11,54 27,44+1,31 2.98+0,47 0,83+ 0,42 1,27+ 0,25
4 11,83+ 2,11 1,78+ 2,35 26,11+1,29 3,754+0,98 1,25+ 0,6 0,55+ 0,29
5° 4,63 3,2 1,13+ 2,34 16,66+1,31 3,31+0,86 1,29+ 0,42 0,43+ 0,23
6° 5,41+ 2,23 1,06t 2,26 14,51+1,25 2 7540,8 0,68+ 0,87 0,71+ 0,25
7 2,84+28 1,48+ 2.7 13,3241,4 2,81+1,1 0,32+ 0,72 0,13+ 0,25
8 2,57+ 1,18 1,21+ 2,51 12,9811,3 2 1240.4 1,42+ 0,97 0,22+ 0,20
9° 1,9+ 2,37 1,61+ 2,34 12,47+1,32 2 6440,69 0,38+ 0,69 0,56+ 0,20
10° 1,68+ 2,49 1,73+ 2,33 11,53+1,65 2 26+0,54 0,37+ 0,65 0,72+ 0,21




Tabela 9 - Valores de incorporacao de timidina (transformacao linfocitaria) para os grupos testados
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Semanas

de Infeccao
12
2a
30
42
50
6
7a
g8
9

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno

1567t12,4
1413+15,61
1109+17,12
501+21,13
513+15,42
652+16,32
1123+18,24
1265+15,46
1316+17,18

1422+20,21

ConA
64,54+ 6,88

255219,65
238415,46
1290+3,65
1272+5,08
1765+4,70
347618,96
6127+6,43
6431+ 3,74

6525+ 3,33

RPMI-1640C

14+1,03
15+0,6
18+0,25
12+0,85
17+0,58
11+0,26
17+0,53
13+0,64
16+0,68

19+0,39

Exoantigeno
99+8,45
88+9,56
3616,22
30£7,89
2716,43
3345,32
3848,33
4416,23
5948,25

58+9,17

ConA

20+1,45
25+1,12
27+1,09
23+0,98
220,75
21+0,94
23+1,02
28+1,08
24+0,72

25+1,12

RPMI-1640C

7771£17,44
7574120,04
7660+ 12,90
7675+21,34
7471+ 18,53
7471+18,53
7425+19,11
685216,25
6336+5,98

6107+22,01
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Tabela 10 - Valores de liberacédo de IL-6 (pg/mL) para os grupos testados

Semanas  ANIMAIS INFECTADOS ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

de Infeccéo

Exoantigeno LPS RPMI-1640C Exoantigeno LPS RPMI-1640C
1 714,75 + 57,30 623,00+ 28,92 2,85+ 0,32 9402049333 771,19 + 63.94 0,28+ 0.23
2 723,65 £ 27,13 683,50+ 36,50 3,24+ 0,31 846,00 £2035 743,62 + 25.06 0,47+ 0,33
3 810,62 £ 59,58 645,12+ 30,36 3,68 0,37 855.03 + 86,95 77147 +77.37 0,57+ 0,22
42 941,00+ 69,14  1052,50 + 38,32 3,94 £ 0,29 1000,08+ 98,61 897,19+ 76,50 0,73+ 0,32
> 883,25+ 21,11 1025,00+ 31,73 3,47+0,63 1054,12£8549 839,91 + 124,01 0,71% 0,20
6" 848,00£28,19  1027,03t 34,74 3,16 £ 0,34 95048+ 58,06 926,69 + 130,06 0.61+ 0.61
7 658,50+ 29,40 900,50+ 27,73 2,48+0,37 1108,72+15,71 935,94 + 50,83 0,37+ 0,24
8 3815042797 617,53+ 38,72 2,41£0,18 1168,88+29,85 899,51 + 121,32 0,32+ 0,17
4 448,00 £ 43,99 620,92+ 41,32 2,09£0,35 1206,84 + 40,87 994,59 + 62,74 0,55+ 0,23
10° 370,10 £ 41,30 592,70+ 40,57 1,85+ 0,16 119047+ 6527 890,53 + 80,02 0,77+ 0.15




Tabela 11 - Valores de liberacéo de IL-10 (pg/mL) para os grupos testados
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Semanas
de Infeccao

o
”
3
4
5
.
-
.
o

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno

60,2 +2,55

49,84 +2,19

43,19+3,16
27,6713,92
22,35+4,95
22,26+4,45
12,31+3,49
12,2813,28

10,32+4,8

9,44+5,35

ConA
38,09+1,26

35,92+1,38
23,8415,46
34,63+2,43
33,45+2,28
31,39+2,21
27,26+2,12
26,74+2,09
23,65+1,78

22,70+1,13

RPMI-1640C

0,4+0,91
1,2+0,81
1,33+0,61
0,43+0,52
0,40+0,87
1,52+1,11
0,28+0,26
0,20+0,59
0,24+0,31

0,70+0,74

Exoantigeno

8,99+2,37
8,77+t2,19
6,99+3,53
6,46+3,58
5,51+4,36
5,1543,83
4,83+3,28
3,68+4,81
3,7715,35

3,15+4,09

ConA
10,69+2,68

10,12+3,08
9,93+3,41

8,16+4,39

6,39+2,71
3,841+2,68
3,38+2,19
5,04+2,14
5,21+3,53

4,3512,78

RPMI-1640C

0,56+0,24
0,58+ 0,32
0,22+0,21
0,35+ 0,18
0,40+0,19
0,21+0,25
0,62+0,11
0,24+0,13
0,40+0,17

0,60+0,21




Tabela 12 - Valores de liberacédo de IL-4 (pg/mL) para os grupos testados
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Semanas

de Infeccéo

la

23

3a

42

Sa

6a

7a

83

9a

10°

ANIMAIS INFECTADOS

ANIMAIS NORMAIS (NAO INFECTADOS)

Exoantigeno ConA RPMI-1640C Exoantigeno ConA RPMI-1640C
13,37+ 0,89 33,45+ 0,75 1,74+ 0,38 5,30+ 0,25 9,10+ 1,60 1,48+ 0,28
17,94+ 0,67 28,77+ 1,03 1,29 £ 0,39 4,92+ 0,13 6,90+ 1,10 1,39+ 0,25
20,92+ 0,51 25,30+ 0,74 1,72+0,23 5.1+ 0,12 6,64+ 0,39 1,33+ 0,57
32,01£ 0,92 25,15+ 1,11 1,52+ 0,57 5.95+ 0,36 8,88+ 1,56 1,23+ 0,26
39,67+ 0,94 19,58+ 0,82 1,68 £ 0,41 4.46+ 0,36 7,38+ 1,85 1,07+ 0,46
40,77£1,15 14,20+ 0,43 3,48£0,55 5,38+ 0,57 10,68+ 0,.99 1,24+ 0,42
48,24+ 0,87 13,75+ 0,33 2,64 0,48 4.99+ 0,29 10,68+ 1,78 0,91+ 0,33
50,44+ 1,03 12,30+ 0,83 2,06 £ 0,60 4,87+ 0,17 8,36+ 0,68 0,91+ 0,34
53,61+1,82 10,54+ 0,86 2,31+ 0,79 5,02+ 0,13 11,96+ 0,61 1,24 +1,60
55,22+ 1,09 9,74+ 0,79 1,98 + 0,91 5,014 0,12 1,24+ 0,42 1,24+ 0,42




Tabela 13 - Valores de deteccao de IgG para os grupos testados

Semanas

de Infeccéo

"
4
5
g

107

ANIMAIS INFECTADOS - Exoantigeno

1/20
0,1410+0,003

0,1020£0,0018
0,0748+0,002
0,157+0,004

0,1986+0,0012

1/320
0,1236x0,003
0,087+0,007
0,07+0,007
0,107+0,002

0,1243+0,0015

1/1560
0,1564+0,002
0,0528+0,013
0,0798+0,003

0,0744+0,002

0,0844+0,004

CN
0,032+0,006
0,056+0,003
0,065+0,004
0,07+0,005

0,066+0,003
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