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RESUMO

BARBOSA SANCHEZ, Irma Ximena M.S., Universidade Federal de Vicosa,
Maio de 2004. Estudo “in vitro” da apoptose induzida em linfécitos
de camundongos (BALB/c) imunizados com o peptideo sintético

SBm7462. Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viléria. Conselheiros:
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Jodo Carlos Pereira da Silva.

Linfocitos T SBm7462-reativos provenientes de camundongos BALB/c
de 12 semanas de idade, que receberam por via subcutdnea, duas
imunizacdes alternadas a cada 21 dias, com peptideo sintético SBm7462,
foram avaliados quanto ao desenvolvimento da morte celular induzida por
ativagdo (AICD) ap0s apresentacdo e reconhecimento do peptideo. Para isto
foram realizadas culturas de linfécitos do baco, coletados 9 e 15 dias ap6s a
primeira e segunda imunizacdo, e re-estimulados com o peptideo na
presenca de quatro drogas diferentes: cicloheximida, benzamida ribdsido,
ciclosporina A e mitramicina. A identificacdo de células apoptoticas se
realizou através do método de coloragdo com laranja de acridina e 0 método
imunihistoquimico de TUNEL. A natureza especifica dos linfécitos T foi
confirmada pela contagem apoOs re-estimulagdo “in vitro” com o peptideo
sintético, a cada 48 horas durante dez dias de cultura. Diferengas foram
observadas ao se comparar os valores de viabilidade obtidos pelo método
de exclusdo do corante azul de tripan com aqueles que foram constatados
com os métodos de deteccao da fragmentacdo do DNA, técnica de TUNEL e
laranja de acridina. Embora a técnica de TUNEL seja um método
imunohistoquimico, se deve considerar que a sua especificidade € maior

quando ainda n&o ocorreu a completa degradacdo do DNA. Resultados
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encontrados demonstraram que os linfécitos T SBm7462-reativos utilizados
expressam constitutivamente a maquinaria necessaria para inducdo de
apoptose apoés ativacdo com o peptideo sintético. Todos os achados
sugerem que o processo de sintese de novo de proteinas ndo esta envolvido
na apoptose apos sinalizacdo do TCR, e que a apoptose foi mediada por

uma via independente da calcineurina.
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ABSTRACT

BARBOSA SANCHEZ, Irma Ximena M.S., Universidade Federal de Vicosa,
May, 2004. Study “in vitro” of apoptosis induced in lymphocytes of

mice (BALB/c) immunizated with synthetic peptide SBm7462.
Advisor: Marlene Isabel Vargas Viléria. Committee members: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo and Jodo Carlos Pereira da Silva.
Lymphocytes T SBm7462-specific coming of mice BALB/c of 12
weeks of age, that received subcutaneously, two alternate immunizations
every 21 days, with synthetic peptide SBm7462, were assessed with
relationship to the development of the cellular death induced by activation
(AICD) after presentation and recognition of the peptide. For this, cultures of
lymphocytes of the spleen were accomplished, and lymphocytes were
collected 9 and 15 days after the first and second immunization, and re
stimulated with the peptide in the presence of four different drugs:
cycloheximide, benzamide riboside, cyclosporin A and mithramycin. The
identification apoptotic cells was conducted by staining with acridina orange
and labeling by TUNEL staining. The specific nature of the lymphocytes T
was confirmed by the cell counting every 48 hours for ten days of culture
after re-stimulation " in vitro " with the synthetic peptide. Differences were
observed when comparing the viability values obtained by the trypan blue
exclusion assay, in the treatments with the four compared drugs, with those
that were verified with the methods of detection of the fragmentation of DNA,
TUNEL staining and Acridine Orange. Although the TUNEL staining is a
immunochemistry technique, it should consider that your specificity is larger
when it didn't still happen the complete degradation of DNA. Results found
showed that the lymphocytes T SBm7462-specific express constitutely the

XVii



necessary machinery for apoptosis induction after activation with the
synthetic peptide. All the discoveries suggest that the de novo protein
synthesis is not involved in the apoptosis after signaling of TCR, and that the

apoptosis was mediated by an independent via of the calcineurina.
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1. INTRODUCAO

A inducdo de uma resposta imune € um fenémeno complexo e
multifatorial, sendo iniciada quando um imundégeno € inoculado em um
animal e em seguida fagocitado pelas células apresentadoras de antigeno
(APCs), as quais 0 processam e 0 apresentam como fragmentos de
peptideos que serdo apresentados aos linfocitos de forma independente ou
ligados ao MHC-Il presente na sua membrana. Isto significa que o
mecanismo de reconhecimento de estruturas imunogenicas ndo se da
através da forma nativa do imunogeno, mas somente apds sofrer
processamento enzimatico pelas APCs.

O desenvolvimento e homeostasia do sistema imune requerem um
equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular. Esta ultima sendo conhecida
como morte celular programada ou apoptose, a qual pode ser induzida por
uma variedade de condi¢bes dependendo, principalmente, do estado de
diferenciacdo da célula e/ou da natureza do sinal de ativagdo. Por exemplo,

linfocitos imaturos sofrem mais apoptose do que proliferacdo apods ativacao,



constituindo assim as bases da teoria de selecdo clonal. A sele¢&o clonal é
baseada na idéia de que o reconhecimento do antigeno ou peptideos
antigénicos apresentados as células imunocompetentes, induziria a
proliferacdo daquelas células que teriam receptores para esse antigeno.
Como consequéncia disso, os linfocitos sofreriam ativagdo em resposta ao
estimulo e entrariam no ciclo celular. Entretanto, outra possivel consequéncia
desta ativacdo é a morte celular induzida por ativacéo (AICD), o que significa
gue o mesmo sinal que induz proliferacao de linfocitos e outras fung¢des do
sistema imune, também provocaria a eliminacdo de clones autoreativos,
permitindo assim a manutencéo da discriminagao “self-non self’. Além disso,
outra possivel funcdo da AICD seria o restabelecimento do numero de
células imunocompetentes apds uma resposta imune muito intensa.

Nos ultimos anos, no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios (LBCH)/BIOAGRO/DVT/UFV vem sendo desenvolvidas
pesquisas sobre a vacina anticarrapato Boophilus microplus. Utilizando o
hospedeiro natural e camundongos BALB/c como modelo experimental
verificou-se in vivo a cinética da resposta imune em o6rgdos linféides
periféricos (linfonodos e baco). Resultados obtidos por SALES (2003)
mostraram que em estes camundongos se apresenta uma hiperplasia
folicular, com formacao de centros germinais, hiperplasia de cordbes de
Billrhot de forma intensa trés dias apos a segunda e dois dias ap0s a terceira
imunizacdo e que esta cinética de resposta concorda com os achados
sorolégicos das imunoglobulinas nestes animais, concluindo que o peptideo
sintético estimula respostas de tipo celular e humoral.

Estudos realizados com bovinos por LOMBANA (2003) mostraram
que a resposta imune induzida pelo peptideo é do tipo Th2 envolvendo
células T CD4+, caracterizando-se pela producéo de imunoglobulinas do tipo
IgG1. Além disto verificou-se a memoria imunoldgica ex vivo através do perfil
de citocinas produzidas apdés reestimulo, confirmando-se o tipo de resposta

imune mencionada, os niveis de IgG1 aumentaram significativamente desde



a segunda imunizacdo, sendo mais elevado ap0és a terceira imunizacao. Os
resultados histologicos tambem mostraram que a partir do dia quinze apos a
primeira imunizacdo se apresentaram hiperplasia de cordbes medulares e
aparecimento de células com caracteristicas de linfécitos maduros e em
maior numero cinco dias apds a segunda e terceira imunizagao.

Nestes mesmos estudos se encontraram celulas TUNEL+ nos
linfonodos quinze dias apés a primeira inoculacdo sendo resultado da
involucéo das areas extrafoliculares, devido a uma resposta T dependente, a
qual regride e como consequéncia mostra uma alta taxa de morte in situ.

O uso de modelos animais apropriados para imunizagdes tém
mostrado claramente que ha um delicado equilibrio nas subpopulacdes de
células T ativadas, influenciando assim o resultado da vacinacdo. Também
outros fatores podem contribuir nesse delicado equilibrio na ativacdo
diferencial e na diferenciacdo de subpopulacdes de células T CD4+.

A AICD de linfocitos T higidos quando induzida por peptideos
sintéticos ndo tem sido estudada, razdo pela qual ainda ha muitas questdes
sobre a expressao e regulacdo dos mecanismos apoptoticos em estudos in
vitro com estes tipos celulares. Embora os estudos de cinética da resposta
imune nos Orgaos linféides periféricos tenham mostrado a presenca de
apoptose € de fundamental importéancia o estudo in vitro da AICD apds
reconhecimento do peptideo. A caracterizacdo da AICD em linfocitos T
reativos ao peptideo SBm7462, poderia permitir um melhor entendimento da
magquinaria apoptoética que modula a resposta imunoldgica a este peptideo in

vivo e consequentemente relaciona-la com dose e freqiiéncia de uso.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as possiveis vias de indu¢do da morte celular por ativacédo

(AICD) apdés apresentacdo e reconhecimento do peptideo sintético

SBm7462.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a viabilidade e proliferacao celular pelo uso do corante azul de

tripan.



-Avaliar o efeito de drogas indutoras de AICD pelo uso de :
a. Inibicdo da expresséo de myc (mitramicina)
b. Inibicdo da sintese de proteinas e aumento na expressdo de FasL

(cicloheximida)

-Avaliar o efeito de drogas inibidoras de AICD pelo uso de:
a. Inibicdo da transcricdo do RNA (benzamida rib6sido)

b. Inibicdo de calcineurina e FasL (ciclosporina A)



3. REVISAO DE LITERATURA

A resposta imune adaptativa envolve a geracdo de uma populacéo
de linfécitos T e B efetores através do processo de ativacao, proliferacao e
diferenciacdo seguida por morte destas células. Se a resposta ocorre na
auséncia de estimulos inflamatérios (resposta tolerogénica), o grau de morte
de células T ativadas € tao intenso que depois da resposta o animal terd um
namero muito reduzido de células antigeno especificas, semelhante ao que
tinha antes da resposta ocorrida. Entretanto, se a resposta € acompanhada
por estimulos inflamatérios (resposta imunogénica), tais como os induzidos
por agentes infecciosos e outros imundgenos, o animal tera maior quantidade
de células T antigeno especificas do que antes da resposta ocorrida. O
animal é assim imunizado pela resposta e pela formacdo de células de
memoria, as quais sobrevivem para protegé-lo contra desafios posteriores
com o mesmo antigeno (HILDEMAN et al., 2002).

A remocdao de células supérfluas, defeituosas, lesadas ou reativas €
critica para o normal desenvolvimento e homeostasia tissular em organismos
multicelulares A morte destas células ndo desejadas ocorre pelo processo

chamado morte celular programada (PCD) ou apoptose. Esta via genética de



eliminagdo celular pode responder a estimulos normais e patologicos
(MARSDEN & STRASSER, 2003).

Caracteristicas morfologicas tipicas de apoptose incluem a
condensacéao do citoplasma e do nucleo que levam a reducdo do volume
celular. Clivagem inter-nucleosomal da cromatina e fragmentagcédo do DNA, o
qual tem lugar em duas etapas: primeiro se formam fragmentos de elevado
peso molecular, concretamente de 300 quilopares de bases (kpb) que
refletem as estruturas hexaméricas dos lobulos da cromatina, conhecidas
como rosetas e de 50 kpb, equivalentes a um s6 dos I6bulos (FILIPSKI et al.,
1990). Segundo o tamanho dos fragmentos anteriores, eles sdo degradados
em fragmentos menores de 180 pb que coincidem em longitude com as
regides nucleossdémicas e que em gel de agarosa déo o caracteristico padréo
em escada (WYLLIE et al., 1980; ARENDS et al., 1990).

Outras caracteristicas incluem: formacdo de bolhas na membrana
plasmatica devido & que no citoplasma os filamentos do citoesqueleto se
alinham em forma paralela e o reticulo endoplasmatico se dilata fusionando-
se a membrana. Todo o anterior leva a um forte comprometimento da
integridade da membrana plasmatica pela perda de assimetria dos
fosfolipidios, das microvilosidades e das unides célula-célula. Como
consequéncia disto a célula se dissocia das vizinhas, sofre reducdo de
tamanho e formam-se pequenas protuberancias separadas pela unido das
membranas intracitoplasmaticas, para posteriormente serem separados em
“corpos apoptoticos” que sao rapidamente reconhecidos e fagocitados por
células vizinhas ou macréfagos (JOHNSON et al., 1997).

Biogquimicamente, a exposi¢cdo de moléculas na superficie celular
como fosfatidilserina sinalizam fagocitose da célula moribunda. Uma
caracteristica fundamental deste processo € que a membrana celular
permanece intacta, prevenindo o vazamento do conteddo celular,
assegurando assim uma resposta ndo inflamatéria (OPFERMAN &
KORSMEYER, 2003).



A via final da apoptose é o resultado da ativacdo de endonucleases
que levam a fragmentacdo do DNA e a junc¢édo inter-nucleosomal. O processo
de apoptose € controlado geneticamente, havendo genes que podem
promové-lo ou inibi-lo. Os genes que regulam a PCD foram primeiro
descobertos no nematdédeo Caenorhabditis elegans, cujo desenvolvimento é
acompanhado pela morte intensa de células mediada por esse processo
(GUPTA, 1996), razdo pela qual este nematddeo tem sido um bom
organismo para o estudo dos componentes da maquinaria de morte celular
programada. Os produtos de trés genes de C. elegans sdo essenciais para
controlar este processo: ced-3 e ced-4 promovem apoptose, enquanto que
ced-9 a inibe (HENGARTNER & HORVITZ, 1995). O gene ced-3 apresenta
homologia com IL-13 converting enzyme (ICE) de humanos e é uma caspase
cisteina protease, que cliva proteinas com residuo &cido aspartato
especifico, estas proteases existem como zimogénios que sdo ativados
através da propria clivagem. O gene ced-9 tem mostrado que protege células
de PCD em C. elegans e tem homologia com o gene bcl-2 de mamiferos
(HENGARTNER et al., 1995).

Células de metazoarios contém um aparelho enzimético similar que
inicia a apoptose apés ativacdo (STELLER, 1995). As caspases dos
mamiferos sao similares a ced-3 (SALVENSEN & DIXIT, 1997). Apaf-1 € o
homologo de ced-4 conhecido até agora em mamiferos (ZOU et al., 1997).
Os produtos da familia de genes bcl-2 de mamiferos estéo relacionados com
ced-9, mais incluem subgrupos de proteinas que inibem o promovem
apoptose (ASHKENAZI & DIXIT, 1998).

O proto-oncogene bcl-2 foi originalmente descoberto no l6cus de
imunoglobulinas como resultado de uma translocagcdo cromossomal t(14;18)
em linfoma folicular em humanos (TSUJIMOTO et al., 1989). Este gene
codifica para proteinas associadas a membrana que sao localizadas na
membrana mitocondrial e na membrana perinuclear (TSUJIMOTO & CROCE,
1985).



A familia Bcl-2 compreende membros pré-apoptéticos e anti
apoptoticos. Os membros altamente conservados da familia com
propriedades anti apoptoéticas sdo Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 e Al que contém
quatro dominios BH, dos quais o BH-1-BH-3 estruturalmente formam um
pacote capaz de se ligar ao dominio BH3 de outros membros da familia.
Diferente dos membros anti apoptéticos, os membros pré apoptéticos podem
ser subdivididos pelo niamero de dominios BH que eles possuem. Os
membros pro apoptoticos multi dominio mais conservados (Bax, Bak e Bok)
possuem os dominios BH1, BH2 e BH3. Em contraste, os membros “BH3-
only“ (Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa e Puma) contém somente o dominio de morte
BH3 e ndo tem mostrado que haja conservacdo de sequéncia fora deste
dominio (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003).

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

A proteina supressora de tumores codificada pelo gene p53 é uma das
mais importantes reguladoras do ciclo celular. O gene p53 é supressor de
tumores e sua inativacdo tem-se implicado em numerosos tipos de cancer
(LEVINE et al., 1991). Este gene, além de ser promotor de diferenciacéo,
inibe o crescimento celular e é capaz de induzir apoptose (RUIZ, 1997).
Outro gene envolvido na morte por apoptose € o0 proto-oncogene c-myc o
qual tem mostrado que pode causar PCD. De forma similar ao gene p53, c-
myc € também especifico para o estimulo e para o tipo celular, sendo
considerado indutor de apoptose (EVAN et al., 1992).

Tem-se descrito que em hibridomas de células T de camundongo, a
expressdo deste gene é necessdria para a indugdo de apoptose apos
ativacdo via TCR/CD3 (SHI et al., 1992). Por outro lado, também foi

observado que em células T leucémicas humanas e em outros tipos de



células linféides, a expressdo de c-myc € fundamental para proteger essas
células da inducdo de apoptose (THULASI et al., 1993; FISCHER et al.,
1994). Isto foi demonstrado por RUIZ (1997) em estudos in vitro com células
Jurkat, linha celular freqientemente usada como sistema modelo in vitro de
AICD para analisar a ativacao de células T através do complexo TCR/CD3, ja
que é uma célula leucémica do tipo CD4+. O tratamento com 50nM de
Mitramicina mostrou que este medicamento inibe a proliferacdo celular,
constatando-se também que a partir de 8 horas ha uma reducéo nos niveis
do mRNA de c-myc, o qual desaparece praticamente as 15 horas de
tratamento. O mecanismo de acdo da mitramicina esta fundamentado na
unido a sequéncias de DNA ricas em G-C, impedindo a unido do fator de
transcricdo SP1 a este tipo de seqUéncias situadas na regido promotora de
alguns genes, dentre eles o c-myc (SNYDER et al., 1991). Apesar desses
resultados, o papel de c-myc na inducdo de apoptose parece ser dual, sendo
dependente do tipo celular e do agente indutor (RUIZ, 1997).

Recentemente a maquinaria molecular responsavel pelo processo
de apoptose tem sido elucidada, revelando uma familia de proteases
intracelulares, as caspases, as quais sdo responsaveis direta ou
indiretamente pelas alteracdes morfoldgicas e bioquimicas que caracterizam
este processo. Diversos reguladores das caspases também tém sido
descobertos, incluindo ativadores e inibidores dessas proteases. Igualmente,
algumas vias na traducao do sinal e de ativagdo da maquinaria de morte tém
sido identificadas, demonstrando que h& vias de ligacdo entre o estimulo
externo e a resposta celular, seja de morte ou de sobrevivéncia (REED,
2000). A magquinaria efetora de morte celular, direcionada pela familia de
caspases, cliva muitas proteinas celulares vitais e ativa proteoliticamente
enzimas que contribuem para a destruicdo celular, tais como a DNAse
DFF40/CAD. Muitas caspases estao presentes em células normais como

pré-enzimas cataliticamente inativas (zimogénios), as quais sdo ativadas em
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resposta a sinais programados e a estimulos de estresse que induzem
apoptose (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998).

A apoptose mediada pela familia das caspases € o principal tipo de
morte celular programada em muitos processos fisiologicos e do
desenvolvimento. Isto poderia ser perigoso para um organismo ja que
dependeria de uma s6 familia de proteases para a remoc¢do de células nédo
desejadas e que séo potencialmente perigosas. Entretanto, estudos recentes
indicam que a morte celular programada pode ocorrer na completa auséncia
de caspases, como no caso de dano de organelas como mitocondrias,
reticulo endoplasmético ou lisossomos que aumentam a liberacdo de calcio,
algumas espécies de radicais livres de oxigénio e liberacdo de proteinas
efetoras (JAATTELA & TSCHOPP, 2003).

Existem dois mecanismos para a ativacdo das caspases: a) Certos
zimogénios (caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9,10,11 e 12) tém longos pré-dominios N-
terminal de baixa interacdo homotipica com proteinas adaptadoras
especificas, tais como, FAAD/MORT-1 ou Apaf-1. Estes promotores de
agregacdo de zimogénios que possuem baixa atividade enzimatica
promovem uma ac¢do autocatalitica para gerar polipeptidios de 20 kDa e 10
kDa que se acoplam com sucesso dentro da atividade das caspases. b)
caspasas com pro-dominios curtos (caspases 3, 6, e 7) sdo ativadas
predominantemente através de protedlise por caspasas ativadas ou por
granzimas: serina proteasas aspartato-especificas (THORNBERRY &
LAZEBNIK, 1998).

A atividade das caspases na célula pode ser controlada em dois
niveis. Primeiro, a atividade caspase é induzida por um complexo de vias de
sinalizacdo de apoptose que sdo altamente reguladas. Segundo certas
caspases podem ser antagonizadas pelas proteinas inibidoras de apoptose
(IAPs). Estas IAPs ligam-se ao sitio ativo das caspasas, atuando como

inibidores competitivos. O efeito anti apoptotico das IAPs € neutralizado pela
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liberacéo de proteinas mitocondriais, tais como Smac/DIABLO e htra2, as
quais podem sequestrar as IAPs (VERHAGEN et al., 2001).

Embora possam existir muitas vias para ativacdo de caspases,
unicamente duas foram elucidadas com detalhes. Uma delas se centra na
familia de receptores fator de necrose tumoral (TNF), os quais usam a
ativacao das caspases como um mecanismo sinalizador, conectando esses
ligantes sobre a superficie celular com inducédo de apoptose (WALLACH et
al., 1998).

A outra via envolve a participacdo de mitocondrias, as quais liberam
caspases que ativam proteinas no citosol levando entdo a apoptose
(SALVENSEN & DIXIT, 1999). Os receptores de morte e a ativacdo de
caspasas via mitocondrias sao freqluentemente referidas como vias
extrinseca e intrinseca da apoptose, respectivamente (REED, 2000). As
caspases sdo consideradas as executoras da apoptose, uma vez que sua
ativacdo leva a clivagem de importantes substratos celulares. Em linfécitos T
maduros a apoptose induzida por falta de fatores de crescimento e a morte
celular induzida por ativacdo sdo mediadas por estes complexos enzimaticos
(DE ALBORAN et al., 2003).

Receptores da superficie celular que transmitem sinais apoptoticos
iniciados por ligantes de morte especificos sdo chamados receptores de
morte. Estes receptores podem ativar em segundos caspases de morte, pela
unido aos ligantes, causando eliminacdo apoptética da célula em horas
(ASHKENAZI & DIXIT, 1998).

Os receptores de morte pertencem a superfamilia de receptores de
TNF, os quais sdo definidos por dominios extracelulares ricos em cisteina.
Os receptores de morte contém sequéncias homologas citoplasmaticas,
denominadas dominios de morte, as quais permitem o acoplamento da
magquinaria apoptotica (SMITH et al.,1995).

Os receptores de morte melhor caracterizados sédo: Fas (também
chamado CD95 ou Apo-1) e TNFR1 (também chamado p55 ou CD120a)
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(SMITH et al.,1995). Outros receptores de morte sao: CAR1, receptor de
morte 3 (DR3, também chamado Apo3, WSL-1, TRAMP, ou LARD)
(CHINNAIYAN et al., 1996). DR4 e DR5 (também chamado Apo2, TRAIL-R2,
TRICK 2 ou KILLER). Os ligantes que ativam estes receptores sao: CD95
ligante ou FasL (CD95L); TNF e linfotoxina-ao se unem a TNFR1; Apo3
ligando (Apo3L, também chamado TWEAK) liga com DR3 e Apo2 ligando
(Apo2L, também chamado TRAIL) liga-se a DR4 e DR5. O ligante para CAR1
ndo € conhecido. Acredita-se que todos os ligantes formam trimeros para se
ligarem a seus receptores (ASHKENAZI & DIXIT, 1998).

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

O receptor Fas (CD95/AP0O-1) tem trés dominios extracelulares ricos
em cisteina e um dominio de morte intracelular essencial para sinalizacao
(PETER & KRAMMER, 1998). Este dominio intracitoplasmético tem 80
aminoacidos e é encontrado em todos os receptores de morte (ITOH &
NAGATA., 1993). Estes receptores podem traduzir dentro da célula um sinal
de morte que depende estritamente da integridade do dominio (TIBBETTS et
al., 2003).

Uma caracteristica da sinalizacdo por Fas é o desenvolvimento de
um complexo molecular de proteinas por ligacdes cruzadas de Fas com FasL
“‘leucine-zipper.” A estrutura formada é chamada complexo de sinalizagéo
induzindo morte (DISC) (KISCHKEL et al., 1995). A oligomerizacdo de Fas
cria uma conformacdo do receptor DD (Dominio de morte) o qual, por
interacdes homologas, atrai o adaptador FADD (Dominio de morte associado

a Fas, também chamado MORT-1). FADD possui um sitio amino-terminal
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DED (Dominio executor de morte) pelo qual se une a caspasa 8A/b (também
chamado FLICE ou MACH) e CAPS3. A pr6 caspasa 8%/b cliva DISC em dois
passos consecutivos levando a formacéo de caspase-8 ativada (MEDEMA et
al., 1997).

A caspase-8 tem um papel central na apoptose induzida por Fas, ja
que ela é diretamente ativada pelo complexo molecular formado pelas
ligacbes cruzadas de Fas/FasL ou DISC. Técnicas de marcacdo por
afinidade tém revelado que a caspase-8 ativa as caspases 3 e 7 e que a
caspase-3 pode ativar a caspase-6. As caspases 6 e 3 clivam proteinas
envolvendo apoptose nuclear (HIRATA et al., 1998). A caspase-8 pode
também ser ativada diretamente por granzima B liberada de linfocitos T
citoliticos dando inicio a cascata caspase apoptotica (MEDEMA et al., 1997).
Caspases ativadas clivam uma grande quantidade de substratos celulares
que dao a caracteristica morfoldégica de apoptose e clivagem oligosomal do
DNA (MARTIN & GREEN, 1995).

A familia de proteinas virais chamadas vFLIPs e uma proteina celular
chamada cFLIP (também chamada Casper, I-FLICE, FLAME, ou CASH)
contém um dominio efetor que é similar ao segmento correspondente em
FADD e caspasa-8 (THOME et al., 1997). O papel de FLIP é controverso, ja
que pode inibir o induzir apoptose (THOME et al., 1997; THOME &
TSCHOPP, 2001).

O TNF é produzido por macréfagos ativados e células T em resposta
a infeccdo. Pela unido a seu receptor TNFR1 se ativam os fatores de
transcricdo NF-xB e APO-1, levando a expressdo de genes
imunomoduladores e pré-inflamatérios (TARTAGLIA & GOEDDEL, 1992).
Nesse mesmo tipo de células o TNF também induz apoptose através de
TNFR1 embora isto raramente aconteca, a nédo ser que a sintese de
proteinas seja bloqueada, o que sugere a pré-existéncia de fatores celulares
gue podem suprimir os estimulos apoptéticos gerados por TNF (ASHKENAZI
& DIXIT, 1998).

14



O TNF trimeriza ap6s unido a TNFR1 induzindo associagdo dos
dominios de morte dos receptores, em seguida um adaptador chamado
TRADD (dominio de morte associado a TNFR) se liga a esses dominios de
morte (HSU et al., 1995). TRADD funciona como uma plataforma adaptadora
que recruta varias moléculas sinalizadoras utilizadas para a atividade do
receptor, por exemplo TNFR associado a Fator 2 (TRAF2) e Proteina
Interatuando com Receptor (RIP), os quais estimulam vias que levam a
ativacdo de NF-xB e de JNK/AP-1 em quanto FADD medeia ativagao de
apoptose (CHINNAIYAN et al., 1996; HSU et al., 1996).

A ligacdo de receptores de morte (ex: Fas/APO-1/CD95, TNF-R1)
causa formacao de complexos de sinalizacdo induzindo morte (STRASSER
et al., 2000), nos quais as proteinas adaptadoras FADD e TRADD se ligam
com seu dominio de morte (DD) ao DD da regido citoplasmatica dos
receptores (BOLDIN et al.,, 1995; CHINNAIYAN et al., 1995). Através de
interacdes homotipicas de dominios efetores de morte (DED), FADD causa
recrutamento e ativacdo da caspasa-8 (BOLDIN et al., 1996; MUZIO et al.,
1996).

Proteinas que tém dominios DED desempenham um papel chave na
sinalizacdo por Fas e outros receptores de morte. Por exemplo, FADD é um
adaptador crucial que conecta Fas com as caspases. Em particular dois
membros da familia das caspases, a caspase-8 e a caspase-10, as quais
contem dois DEDs N-terminal que medeiam recrutamento de complexos Fas-
FADD (MUZIO et al., 1996).

Proteinas que possuem DED também sdo antagonistas da morte
celular. Proteinas que contem DED anti apopt6tico tém sido identificadas em
varios herpesvirus e no poxvirus virus Molluscum contagiosum (MCV).
Proteinas contendo DED viral tém sido coletivamente chamadas proteinas
inibitérias FLICE viral (vVFLICE) porque elas podem inibir a fungéo de FADD e

a caspase-8 (as quais sdo também conhecidas como cFLICE) e por isso
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inibem TNF-o. e a apoptose induzida por Fas apesar da ativacdo das
caspasas (THOME et al., 1997).

Recentemente tem sido observado que proteinas contendo DED
também estédo envolvidas na proliferacéo de linfocitos, ja que experimentos in
vivo e in vitro com células T humanas mostraram que as caspases
desempenham um papel na ativacdo destas células. Igualmente, tem-se
observado que peptideos sintéticos bloqueadores de caspases inibem a
proliferacdo de células T e a producdo de IL-2 em culturas primérias de
células T humanas (ALAM et al., 1999).

Entdo, proteinas contendo DED representariam uma classe de
proteinas que podem controlar o crescimento e a morte celular. Elas fazem
parte de uma lista crescente de moléculas, incluindo c-Myc e Ras, que atuam
em varias vias de sinalizacdo. Isto significa que, para estas moléculas, 0s
velhos esquemas de vias bioquimicas com funcdo sé de enzima nao
poderiam ser empregados, jA& que as vias de informacdo levando a
proliferacdo ou morte também estdo interconectadas em vias né&o
participativas. E evidente que alteracdes nas proteinas tais como FADD e
caspase-8 podem ter potencialmente efeitos paralelos sobre processos
opostos, como a proliferacéo e apoptose (TIBBETS et al., 2003).

As vias fundamentais da apoptose tém sido conservadas através da
evolucdo. Em linfocitos existem varios sinais inibitérios que evitam a morte
celular, por exemplo, varios membros da familia de interleucinas tém
mostrado que possuem atividade anti-apoptéticas. A exposicdo de uma
célula T a um estimulo antigénico origina sua ativagdo e como consequéncia
se produz um aumento na sintese de receptores de citocinas que se dispdem
na membrana plasmatica, bem como de novas citocinas que regulam o
crescimento, proliferacéo, diferenciacdo e apoptose das células T e de outras
células do sistema imune (CRABTREE, 1989).

A morte de linfécitos T e B que € induzida por receptores especificos

pode ocorrer em 6rgédos linféides centrais e periféricos. Em érgdos centrais
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como medula Ossea e timo as células B e T, respectivamente, sdo
negativamente selecionadas. Para assegurar a propria tolerancia e a
diminuicdo da resposta imune bem como de outros mecanismos reguladores,
a eliminacdo de ambas classes de linfécitos ocorre nos 6rgdos linfoides
periféricos e envolve inducdo de apoptose (ARNOLD et al.,, 1993; Ruiz,
1997; SCAFFIDI et al., 1999).

Com o termo de morte celular induzida por ativacdo (AICD) se
conhece a morte celular induzida com os mesmos sinais que em outras
circunstancias podem conduzir a proliferacdo e ativacdo da célula T, tais
como: reconhecimento do antigeno, unido de um anticorpo a seu antigeno
receptor ou exposi¢cao a mitdbgenos (GREEN & SCOTT, 1994).

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

Estudos realizados in vitro por Tamaoki e Nakano (1990) mostraram
evidéncias de que todas as células animais expressam constitutivamente as
proteinas necessérias para sofrer apoptoses. Estes autores comprovaram
que na presenca de cicloheximida (CHX), um antibiético originado do
Streptomyces griseus cuja atividade bioldgica é inibicdo da sintese de
proteinas, se produzia parada do crescimento e morte celular por apoptose.
Entretanto, estudos com células Jurkat estimuladas simultaneamente com o
ionoforo de célcio A23187 na presenca de 10ug/ml de CHX mostraram que
nao se produzia bloqueio da morte celular induzida pelo iono6foro. Inclusive,
se constatou que a prépria CHX provoca uma perda importante da
viabilidade celular e induz a degradacdo do DNA com o padrdo em escada
(RUIZ, 1997).

NIWA et al. (1999) observaram que o tratamento de neutréfilos

circulantes com TNF-o. na presenca de 1ug/ml de CHX aumentava
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significativamente a capacidade do TNF de induzir apoptose. Paralelamente,
constataram que o tratamento s6 com CHX acelerava o processo de morte
celular (Tabela 1). Os autores sugeriram que, no modelo utilizado, a sintese
de proteinas ndo seria necessaria para a inducdo de apoptose embora a
apoptose espontanea dos neutroéfilos € inibida por proteinas sintetizadas de
novo.

Blom et al. (1999), utilizando cultura primaria de hepatécitos e CHX
em concentracoes variando de 1uM -300 uM observaram que a apoptose se
iniciava a partir de 2 horas da adicdo de CHX. Eles observaram apoptose
méaxima apos 4 horas em concentracfes de 100 uM e constataram que ndo
havia diferenca na intensidade da morte celular com o uso de concentracdes
maiores.

J4, Marotta et al. (2002) observaram que o tratamento de neurdnios
da camada granular do cerebelo com 10uM de CHX diminuia em 18,2% a
sua sobrevivéncia, enquanto que concentraces de 10%’ M aumentavam a
viabilidade neuronal em 5%, sugerindo um efeito neuroprotetor da CHX
guando utilizada em concentra¢cdes muito baixas.

Kongphanich et al. (2002) usando as linhas celulares HUT102 e MT-
2, células T humanas transformadas pelo virus HTLV-l, e o anticorpo
monoclonal anti Fas CH11 para medir a sensibilidade a morte mediada por
Fas na presenca de 10 ug de CHX constataram aumento significativo de
células apoptoéticas. Também observaram durante os trés dias de tratamento
que foi minimo o efeito da CHX sozinha.

Outros trabalhos tém mostrado que o uso de inibidores de RNA como
o Ribésido (BR), em concentracbes de 125uM, o qual atua apos ser
convertido na sua forma ativa BAD (dinucleotideo adenina benzamida), um
analogo de NAD (dinucleotideo adenina nicotinamida), com frequéncia nao
inibe a morte por apoptose em células Jurkat estimuladas com A23187
(RUIZ, 1997). Porém, o tratamento de células leucémicas L1210 com BR nas

doses de dois, 5 ou 10uM induziu apoptose dose-dependente, sendo a
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intensidade de fragmentacdo do DNA 2,6; 3,4 e 4,3 vezes maior nas doses

utilizadas quando comparada com o controle (RAUKO et al. 2001).

Tabela 1. Drogas usadas para inibir ou induzir apoptose de acordo com a
dose e o tipo celular.

Droga Dose Tipo celular Efeito Referéncia
Mitramicina |50nM Jurkat Induz Ruiz, 1997
Cicloheximida | 20ug/mL Astrocitos Induz

10uM Neurdnios Induz Marotta et. al.,
2002
30-300uM Hepatocitos  |Induz Bloom et. al.,
1999
10°'M Neurdnios Inibe Marotta et. al.,
2002
0,05ug/mL Células B Inibe Lemaire et. al.,
1999
2,5ug/mL Células B Induz Lemaire et. al.,
1999
lpg/mL Timocitos rato | Inibe
Benzamida 2,5, 10uM L1210 Induz Rauko et. al.,
ribosido 2000
50uM NSCLC H520 |Induz Khanna et. al.,
2004
10-20uM N.1 Induz Grusch et. al.,
(carcinoma 1999
ovariano)
125uM Jurkat Inibe Ruiz, 1997
Ciclosporina|200ng/mL Células T Induz Zheng et. al.,
A 1998
150ng/mL Jurkat Inibe Ruiz, 1997
Com o passar do tempo, o conhecimento dos mecanismos

intracelulares da morte celular por apoptose e seu controle, levaram a que as

pesquisas se focalizaram sobre as evidéncias descritas por Jacobson et al.

(1997), as quais mostravam que 0S componentes protéicos responsaveis por
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este processo sao constitutivamente expressos em todas as células animais;
que a execuc¢do do programa de morte celular envolve cascatas proteoliticas
cuja ativacdo € controlada por uma familia de proteinas reguladoras
intracelulares e que a ativacdo do programa durante o desenvolvimento pode
ser controlado geralmente por transcrigao.

A ativagdo de células T € um passo critico no inicio da resposta imune
adaptativa. O antigeno é apresentado por moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC-II) localizado na membrana das células
apresentadoras de antigeno (APCs), o qual se une ao complexo receptor
para o antigeno da célula T (TCR/CD3).

Dois sinais, ambos derivados das APCs, sdo requeridos para
proliferacdo induzida por ativacdo de células T; primeiro o acoplamento do
TCR a um complexo antigeno/MHC-Il sobre a APC e segundo o acoplamento
de moléculas co-estimuladoras como o CD28 na célula T e a familia de
proteinas B7 expressadas pela APC. O TCR e CD28 induzem vias sinérgicas
de proliferacdo de células T, estimulando proliferacdo e regulando a
expressdo de citocinas reguladoras do crescimento, tais como IL-2.
Antigenos encontrados por células T induzem ambas vias, proliferativa e de
sobrevivéncia, as quais direcionam a expansao dos linfécitos e levam ao
desenvolvimento de imunidade. Depois do “clerance” do antigeno, o
acoplamento da célula T-APC diminui, podendo resultar rapidamente na
inducdo de morte celular. Esta forma de morte da célula T, chamada de
morte celular passiva, € crucial para finalizacdo de uma resposta imune e
manutencdo da homeostasia de células T (ZHENG et al., 2003).

Associado nédo covalentemente ao TCR se encontra o complexo
protéico CD3, que esta formado por cinco polipeptidios v, 9, €, {, n. Estes
dimeros sdo também proteinas de transmembrana, mas seu dominio
intracitoplasmatico € maior que o de TCR af3 e sdo o0s encarregados de
traduzir os sinais ap6s a ativacdo do complexo ao interior da célula
(MALISSEN & MALISSEN, 1996; RUIZ, 1997).
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A estimulac&o in vitro de células T com anticorpos anti CD3 induz
uma resposta sinalizadora com estimulacdo de atividade proteina tirosina
quinase (PTK) em poucos segundos (SAMELSON et al., 1986). Este primeiro
evento leva a uma série de mudancas bioquimicas que envolvem um periodo
de muitas horas, estes incluem a expressdo de receptores de citocinas
(cerca de duas horas), a secrecéo de citocinas (cerca de 6 horas), a iniciacéo
da replicacdo do DNA (cerca de 24 horas) e a aquisicdo de um carater
diferencial alterado (durante um periodo de varios dias) (CRABTREE, 1989).

Acumulos de fosfotirosina sobre proteinas do complexo TCR também
provém sitios de ligagdo para um numero de polipeptidios intracelulares
sollveis que possuem dominios de interacdo e sitios de fosforilacdo de
tirosina, mas nao tem uma atividade enzimatica. Estas proteinas sao
chamadas adaptadoras. LigacBes de proteinas adaptadoras podem servir
como um mecanismo primario que regula o recrutamento de vias de
sinalizacdo para os ligantes acoplados aos TCRs. O sistema efetor
predominante envolvido na transmisséo intracelular de TCR é similar a outros
sistemas, envolve cinases dependentes de célcio, fosfatases e cascatas
cinase treonina/serina do tipo MAPK (ALBEROLLA-ILA et al., 1997).

Em linhas leucémicas de células T humanas e hibridomas de células
T murinas, as unifes de ligantes com TCR ou CD3 produzem um aumento
na concentracdo de calcio livre intracitoplasmatico, RNA e sintese de
proteinas, ativacdo de uma endonucleasa dependente de célcio e morte
celular programada (WANG et al., 1994).

Tanto a elevacdo de célcio intracelular como a ativacdo de Ras
conduz a ativagcdo de numerosos genes, dentre eles o gene de IL-2. Este
gene esta controlado por varios fatores de transcricdo como AP-1, NFkB,
Oct-1 e NFAT (fator nuclear de células T ativadas) (RUIZ, 1997).

Sinalizacdo através do complexo TCR/CD3 induz apoptose em
timocitos CD4+/CD8+, em cultura de 6rgdos e em animais vivos. Estudos

realizados por Wang et al. (1994) mostraram que em camundongos
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transgénicos para CD3g, 0s quais sdo completamente imunodeficientes, os
timécitos morrem antes da diferenciagdo em células T maduras, indicando
que o incremento na sinalizagdo através do CD3g pode induzir morte celular
programada.

A estimulagdo de células T maduras via seu complexo TCR/CD3 com
o apropriado complexo antigeno/MHC e sinais estimulatérias adequadas,
usualmente resultam em diferenciacdo e proliferacdo destas células, mas
também pode resultar em morte por apoptose. As ligagdes cruzadas de TCR
ou CD3 tém resultado em morte celular programada de células T periféricas
(KAEBELITZ et al., 1993).

A interacdo entre Fas e Fas-L esta envolvida na apoptose induzida
pelo TCR/CD3 na célula T como foi demonstrado nos estudos realizados por
DEHIN et al. (1995) e YANG et al. (1995).

A AICD de células T periféricas depende do estado de ativacdo da
célula, ou seja, células T ativadas recentemente sdo resistentes a inducéo
de apoptose e esta resisténcia inicial precede a um posterior fenotipo
sensivel. Este processo representa a fase de diminuicdo da resposta imune e
a eliminacdo de clones reativos. Somente poucas células T sobrevivem
como células de memdria. A AICD ocorre por mecanismos suicidas ou
fratricidas, envolvendo prematuramente o sistema Fas apos estimulacdo do
TCR e o TNF-R2 nos estagios posteriores. A importancia do sistema
Fas/FasL para AICD foi recentemente demonstrada pelo descobrimento de
um receptor soltvel chamado DcR3, que se liga ao FasL inibindo a apoptose
guando induzida por este fator (SCAFFIDI et al., 1999).

Muitos experimentos in vivo tém descrito o papel de Fas na morte de
células T ativadas usando exposicdes repetidas ao antigeno, persisténcia de
altas doses de antigenos ou antigeno expressado sistémicamente
(STRASSER et al., 1995; VAN PARIJS et al.,, 1998; ZHOU et al., 2002).
Nestas condi¢des, as estimulacdes repetidas levam a um incremento dos

niveis de IL-2 e diminuigdo nos niveis de FLIP nas células (ALGECIRAS-
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SCHIMNICH et al.,, 1999). Entretanto, estas células T sdo unicamente
susceptiveis para morte mediada por Fas se elas encontram antigenos
durante um determinado periodo do ciclo celular (HILDEMAN et al., 2002).

A calcineurina (serina-fosfatasa dependente de célcio-calmodulina)
tem um papel muito importante na ativacao de células T ja que além de ativar
o NF-Atc necessario para a transcricdo do gene da IL-2, também esté
envolvido na fragmentacdo do DNA e na morte celular induzida por ativacao.
Isto foi demonstrado com o uso de Ciclosporina (CsA), um metabdlito
oligopéptido ciclico ndo polar derivado do fungo Tolypocladium inflatum e que
€ um inibidor especifico da calcineurina (WIEDERRECHT et al., 1993), que
bloqueia néo so a ativacao e transcricdo do gene da IL-2 (RUIZ, 1997), como
também a apoptose induzida a través do complexo receptor para o antigeno
(FRUMAN et al., 1992). Além disto, se tem demonstrado que a CsA também
bloqueia a transcricdo do gene que codifica FasL. A CsA forma um complexo
com o receptor intracelular ciclofilina o qual se liga a calcineurina, inibindo
sua atividade enzimatica e bloqueando a induc&o da expresséo do ligante de
Fas apoés a ativacdo da célula T (ANEL et al.,1994).

O sistema TNF/Fas regula a defesa imune j& que seus efeitos sdo
caracterizados por uma marcada dualidade, por um lado indugcédo de dano e
por outro, a inducdo de reparacdo e expansao clonal. A morte celular é
induzida juntamente com o crescimento celular e resisténcia a morte,
hematopoiese é suprimida simultaneamente com inducdo de fatores de
crescimento hematopoiéticos, a inflamacdo € promovida e a sua vez
suprimida. Estes contrastes resultam em um processo complexo que ainda
nao esta elucidado (WALLACH et al., 1999).

Existem varios sinais inibitorios da apoptose que evitam a AICD, por
exemplo, alguns membros da familia das interleucinas tém mostrado que
possuem atividade anti apoptoética. A IL-2, por exemplo, atua na ativacao e
proliferacdo de células T e também protege estas células pelo aumento da

expressao de Bcl-2, mas também podem mediar a morte celular (AYROLD et
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al.,1998). A exposicao de uma célula T a um estimulo antigénico origina sua
ativacdo e como consequéncia se produz um aumento na sintese de
receptores de citocinas que se dispdem na membrana plasmatica, bem como
de novas citocinas que regulam o crescimento, proliferacdo, diferenciacédo e
apoptose das células T e de outras células do sistema imune (CRABTREE,
1989).

A AICD em células nédo transformadas requer a combinacédo de dois
estimulos mitogénicos em altas doses, um antigeno ou mitdgeno ativando a
via do TCR ou uma molécula de ativacao alternativa e uma citocina como a
IL-2 e IL-4 (JANSSEN et al.,, 1991; UCKER et al.,, 1992). Células T néo
transformadas especialmente linfécitos T CD8+ que ndo sdo capazes de
gerar um crescimento autdcrino sao Uteis para o estudo da indugéo de AICD
(UCKER et al.,, 1992). Células T CD8+ cultivadas com um estimulo de
ativacdo, em auséncia de citocinas estimulatérias, exibem uma leve
proliferacdo. Ja, aquelas células que expressam receptores para IL-2 e que
foram ativadas recentemente via TCR respondem a esta citocina com
proliferacdo aumentada. Isto significaria que a combinacdo de um estimulo
de ativagdo na presenca de citocina produziria a morte celular mas ndo em
um s6 deles (LENARDO, 1991). Com células T CD4+ que produzem
endogenamente suficiente quantidade de IL-2, a adicdo de citocina exdégena
nado € necessaria para a inducdo de AICD com altas doses antigénicas
(UCKER et al.,1994).

Isolados frescos de linfécitos T esplénicos séo relativamente
resistentes a inducdo de AICD desenvolvida via TCR ou a associacdo do
complexo CD3, embora a pré-ativacdo via complexo TCR/CD3 as torna
susceptiveis (OWEN-SCAUB et al., 1992).

Os linfcitos usam varios mecanismos para iniciar a morte celular na
fase de declinio da resposta imune. Além do sistema Fas/FasL, outro
mecanismo que ajuda na resolugdo de uma resposta imune seria que 0S

sinais traduzidos pelo receptor do antigeno e as moléculas coestimulatorias
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(TCR/CD3) comecam a diminuir, levando consequentemente a uma
diminuicdo na interacdo com as células apresentadoras de antigeno. Esta
diminuicdo dos sinais leva a reducdo na expressdo de moléculas anti
apoptoéticas e um aumento nas pro-apoptoticas. Entdo, tanto os receptores
de morte quanto o desequilibrio entre proteinas pro e anti apoptoticas seriam
0s responsaveis pela diminuicdo dos linfocitos antigeno-especificos
originados durante uma resposta imune adaptativa (OPFERMAN &
KORSMEYER, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Antigeno SBm7462

Como antigeno foi utilizado o peptideo sintético SBm7462,
desenhado no Laboratorio de Biologia e Controle de
Hematozoarios/BIOAGRO/DVT da Universidade Federal de Vicosa e
sintetizado com o auxilio da “Fundacao Instituto de Imunologia da Coldmbia
(FIDIC)” em Bogota, Colébmbia, a partir da estrutura da proteina Bm86,
empregando a técnica “Good Manufacture Procedure” (GMP) descrita por
MERREFIELD (1963) e modificada por HOUGHTEN (1985), de acordo com a

técnica t-Boc.

4.2. Animais

Foram utilizados 70 camundongos machos da raga BALB/c, com
12 semanas de idade, pesando em torno de 25 gramas, 0s quais foram
obtidos do biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os

animais foram divididos em trés grupos: grupo | com 20 animais, grupo Il com
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20 animais e grupo Il com 30 animais, cada grupo sendo subdividido em
cinco animais/gaiola.

Durante todo o experimento, 0s animais permaneceram no biotério
da Universidade Federal de Vicosa, localizado no Departamento de
Veterinaria, sendo a temperatura e umidade regulada numa faixa que
proporcionasse maior conforto, com um regime diério de luz artificial de 12
horas. Os animais receberam, durante o decorrer do estudo, agua ad libitum
e racdo comercial peletizada com composi¢cdo nutricional adequada para

esta espécie animal.

4.3. Imunizacdao e sacrificio dos animais

Os animais foram inoculados duas vezes no dorso, via subcutdnea, com
intervalo de trés semanas, de acordo com 0s seguintes tratamentos:
- Grupo | (controle): animais inoculados com 100 uL de agua
milliQ;
- Grupo II: animais imunizados com 100ug do peptideo SBm7462
diluido em agua milliQ.
- Grupo lll: animais ndo imunizados que foram utilizados para
obtencdo de macréfagos peritoneais.
Aos 9, 15 dias apG8s a primeira imunizagédo e 9 e quinze dias apos da

segunda imunizacao foram sacrificados cinco animais dos grupos | e 1.

4.4. Isolamento de Esplendécitos

Apoés o sacrificio dos cinco animais do grupo Il, os camundongos
foram mergulhados em alcool 70% durante cinco minutos. Sob condi¢des de
esterilidade em capela de fluxo laminar retirou-se a pele do abdome de cada
animal e apos incisdo dos musculos abdominais foi exposta a cavidade

peritoneal para retirada do baco, o qual foi imediatamente colocado em meio
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de cultura RPMI incompleto mantido no gelo. Todos os bacos obtidos de
cada grupo foram macerados em malha metalica com émbolo de seringa
plastico. A suspensdo obtida foi lavada trés vezes com meio de cultura
RPMI-1640 incompleto e tampdo ACK pH 7,2 (90 ml de solucdo A: NH,CI
0,15M e 10ml de solugéao B: Tris 0,17M) na proporgédo de 3:1 a 1500rpm
durante cinco minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em meio de cultura incompleto. Apos contagem em camara
de Newbauer, as células foram criopreservadas [40% albumina sérica bovina
a 20%, 60% de solucdo crioprotetora (FARMOTERAPICA®), 10% da solucao
final de dimetilsulfoxido (DMSOQO) e 2UI de heparina sddica/ml] e mantidas em

freezer a -70°C até utilizacao.

4.5. Separacao de Linfécitos Te B

Suspensdes de células esplénicas podem ser fracionadas levando em
consideracéo a sua capacidade de aderéncia diferencial as fibras de nylon. A
37°C e na presenca de soro fetal bovino, linfécitos B se unem avidamente a
colunas de la de ndilon levando a uma efluente populacdo de linfécitos T

virtualmente puros.

Colocaram-se 600mg de |a de nylon estéril, aproximadamente éml,
dentro de uma seringa de 20 ml e em seguida foi lavada com médio DMEM
contendo 5 % de SFB e logo a seguir foi incubada 37°C por uma hora em
estufa com 5% de CO,. ApOs esta incubacao a coluna foi retirada da estufa
e lavada novamente com meio DMEM para corrigir qualquer cambio de pH
ocorrido durante a incubacgao. Adicionaram-se 2 ml de suspenséo celular,
5x10’ linfécitos/ml, provenientes de camundongos inoculados com o
peptideo sintético SBm7462, previamente descongelados e lavados com
meio DMEM incompleto a 1500rpm a 4°C por cinco minutos. A coluna foi
tampada e incubada por 45 minutos a 37°C em estufa com 5% de CO,,

depois foi lavada com 25 ml de meio DMEM a 37°C, e as células livres foram
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coletadas e concentradas por centrifugagcédo a 1300rpm a 4°C por 10 minutos.
Posteriormente foi determinado o numero de linfocitos viaveis usando a

técnica de exclusao por azul de tripan.

4.6. Obtencéao de células apresentadoras de antigeno do baco

Apos o sacrificio dos animais do grupo I, eles foram mergulhados em
alcool 70% durante cinco minutos. A técnica de obtencéo de esplendcitos foi
a mesma como detalhada no item 4.4.

O sedimento obtido foi ressuspendido em meio RPMI incompleto e
em seguida adicionaram-se 50ug/ml de mitomicina C na suspensao celular
cuja concentracdo era de 5 X 10’ células/mL. Deixou-se incubar na estufa
durante 20 minutos a 37°C e 5 % de CO,, evitando a exposicao direta a luz.
ApoOs este periodo se fez lavagem com meio RPMI-1640 com 5% de SFB
durante 10 minutos a 1200 rpm a 4°C, se descartou o sobrenadante e se
repetiu o procedimento duas vezes.

ApoOs lavagens as células foram semeadas em placas de cultura de
24 pocos, a uma concentracdo de 6x10° APCs/ poco durante 24 horas.
Decorrido este tempo se adicionaram em cada poco 2x10° linfécitos T
isolados de animais imunizados com o peptideo sintético e 1 ug de peptideo
sintético SBm7462/1x10° células, em um volume final de 2.5 ml de RPMI-
1640 completo com 10% de SFB. Incubou-se por 10 dias em estufa a 37°C
com 5% de CO,.

4.7. Obtencao dalinhagem de linfécitos T SBm7462-reativos.
APCs do bago de animais nao inoculados, obtidos como descrito no
item 4.6, foram semeados em placas de 24 poc¢os a uma concentracao de

6x10° células/ poco e mantidos em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 24

horas. Apos este tempo, os linfocitos T de animais imunizados e obtidos por
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separacdo em coluna de nailon foram colocados a uma concentracdo de
2x10° linfécitos T/ poco e se adicionou 1 pg de peptideo sintético
SBm7462/1x10° células em um volume final de 2 mL de RPMI-1640
completo. Incubou-se por 10 dias em estufa a 37°C com 5% de CO,. Os
linfécitos SBm7462-reativos foram transferidos a uma nova placa.

Para cada coleta foram obtidos linfocitos T SBm7462-reativos,

sendo processados em placas diferentes conforme protocolo anterior.
4.8. Obtencdo de macrofagos peritoneais

Foram anestesiados e sacrificados 30 camundongos, os quais foram
inoculados trés dias antes com 3ml/animal de meio Tioglicolato de Brewer via
intra-peritoneal. Apds o sacrificio os animais foram mergulhados em alcool
70% durante cinco minutos.

Em condi¢cdes de esterilidade retirou-se a pele do abdomen e se
inocularam 5ml de meio RPMI incompleto gelado na cavidade peritoneal.
Massageou-se o peritbnio com a ponta dos dedos durante quatro minutos e
em seguida coletou-se o0 meio com as células liberadas e passou-se
imediatamente para tubos de centrifuga plasticos de poliestireno mantidos
sob gelo. A seguir foi feita lavagem das células com meio de cultura RPMI-
1640 incompleto a 1500 rpm durante cinco minutos a 4°C.

Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em
RPMI-1640 completo com 10% de SFB. Realizou-se a contagem das células
com azul de tripan e estas foram semeadas a uma proporcao de 6x10%/poco
em placas de 24 pocgos. Deixaram-se durante 24 horas em estufa a 37°C
com 5% de CO; , e apés deste tempo o sobrenadante foi retirado e colocado

novo meio de cultivo.

30



4.9. Avaliagcao de AICD

Incubaram-se 2x10° linfécitos T SBm7462-reativos/well em placas de
24 wells com 6x10° macréfagos peritoneais pré-tratados com 1ug de
peptideo SBm7462/1x10° células, durante quatro horas, tanto para o sistema
modelo quanto para o controle do peptideo. Para o controle do medicamento
0s macroéfagos ndo foram pré-tratados com peptideo. Todas as células foram
ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1x de Antibiético e Antimicético (SIGMA®) e 2mM de Glutamina e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. ApOs esse periodo se adicionaram
os diferentes medicamentos, de acordo ao esquema da cultura mostrado no
quadro 1. As dosagens usadas destes medicamentos no estudo foram
determinadas pelas pesquisas realizadas por RUIZ (1997), na linha
leucémica humana de linfécitos T CD4 Jurkat, a qual é utilizada como modelo
para o estudo de AICD. Para cada medicamento e para cada sacrificio
determinou-se a porcentagem de viabilidade mediante exclusdo do azul
tripan, ao final de cada tratamento.
Avaliou-se o efeito de drogas indutoras de AICD pelo uso de :
a. Inibicdo da expressdo de myc mediante tratamento com 50nM de
mitramicina SIGMA® durante 72 horas.
c. Inibicdo da sintese de proteinas e aumento na expressao de Fas
com 10pg/mL de cicloheximida (CHX) SIGMA®, durante 10 horas.
Avaliou-se o efeito de drogas inibidoras de AICD pelo uso de:
a. Inibicdo da transcricdo do RNA com 125uM de benzamida ribésido
SIGMA® durante 15 horas.
b. Inibicdo de calcineurina e FasL com 200ng/mL de ciclosporina A
SIGMA® durante 24 horas.
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Quadro 1. Tratamentos e drogas utilizadas *

TRATAMENTO

Mitramicina
(50n M)

Cicloheximida

(10pg/mL)

Ribdsido
(125uM)

Ciclosporina
(200ng/ml)

nao

nao

nao

nao

L T SBm7462-reativos
0 peritoneais
Peptideo
(tratamento 1)

sim sim sim sim
L T SBm7462-reativos
O peritoneais
peptideo
droga

(tratamento II)

L T SBm7462-reativos
0 peritoneais
droga
(tratamento I1)

sim sim sim sim

*SIGMA®

4.10. Preparacdes em citocentrifuga

Apbés o periodo de incubacdo especifico para cada um dos
tratamentos, os linfocitos foram coletados e concentrados por centrifugacao a
1500rpm por 5 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em meio
RPMI-1640 com 10% de SFB e ajustado a uma concentracdo de 300x10°
células /200pl.

Os esfregacos celulares foram realizados por centrifugacdo em micro
centrifuga citospin a 1300rpm por 10 minutos. Em seguida as laminas foram

secadas a temperatura ambiente e fixadas em paraformaldeido a 4%.
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4.11. Hibridizac&o in situ para deteccdo de apoptose pela técnica de
TUNEL

As laminas foram lavadas em PBS pH 7,4 e incubadas com solucéo
de bloqueio da peroxidase enddgena (3% peroxido de hidrogénio em
metanol) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir as células
foram lavadas duas vezes em PBS pH 7,4 e em seguida foram
permeabilizadas (0,1 % Triton®X-100 em citrato de sddio 0,1%) durante dois
minutos, sobre gelo. Apds, se lavaram duas vezes com PBS pH 7.4 e
incubou-se durante 60 minutos em camara Umida a 37°C com 50ul da
mistura TUNEL conforme indicacdo do fabricante ROCHE®. Posteriormente,
foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4 e logo a seguir adicionou-se 50pl
de anticorpo anti-fluoresceina conjugado com peroxidase sobre cada
amostra, e os esfregacos foram imediatamente cobertos com laminula.
Incubou-se em camara Umida a 37°C durante 30 minutos e repetiram-se as
lavagens com PBS pH 7,4.

A revelagéo foi feita com solugéo de diaminobenzidina (20mg de DAB
em 20ml de Tris 0,1M pH 7,4 e 20ul de H,O, 30 volumes), durante 10
minutos a temperatura ambiente e lavadas trés vezes com PBS pH 7,4
durante 5 minutos cada. Os esfregacos foram contracorados com
hematoxilina de Harris 1:10 durante 15 segundos sendo em seguida
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e as laminulas montadas com
Entellan® (Merck) entre lamina e laminula.

As laminas foram analisadas com auxilio de microscépio optico
binocular ECLIPSE E600%, com objetiva de 40X, contou-se o nimero de
linfécitos positivos a reacdo de TUNEL em 15 campos diferentes e o
resultado foi dado em porcentagem para cada tratamento.

! Microscépio Optico — Eclipse E600 — Nikon — Japan
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4.12. Coloragao com Laranja de Acridina

Apoés fixar as células com paraformaldeido ao 4%, se procedeu a
coloracdo com Acridina Laranja SIGMA®. Colocaram-se 30 pl de solucdo de
laranja de acridina (10mg/mL) em cada lamina e imediatamente foi feita a
leitura em microscopio de fluorescéncia de luz verde. Contaram-se as
células apoptéticas e ndo apoptoticas em quinze campos diferentes para

cada lamina, sendo expresso como porcentagem.

4.13. Analise estatistica

Os dados obtidos das contagens das células com a técnica de
TUNEL e Laranja de Acridina e as porcentagens de viabilidade das
populacdes celulares obtidas pela técnica de exclusdo de azul de tripan
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido de uma
comparacao entre médias com o movimento do periodo por meio do teste de

Tukey, nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estabelecimento da Linhagem de Linfocitos T SBm7462-reativos

A metodologia utilizada na obtencéo de linfocitos T altamente reativos
ao antigeno, a partir de esplenécitos de camundongos BALB/c imunizados
com o peptideo sintético SBm7462, proporcionou culturas celulares formadas
por populacbes homogéneas de células arredondadas, com caracteristicas
fenotipicas de linfocitos observadas em cultura e com a coloragdo de
Giemsa, tais como: nucleo volumoso, escasso citoplasma as quais

proliferaram ativamente em suspensao.

5.2. Comprovagdo da natureza especifica dos linfocitos T para o
peptideo sintético SBm7462.

Os linfocitos isolados dos bacos obtidos de cada uma das coletas
foram cultivados durante dez dias em placas diferentes. Todas as culturas

mostraram padrao semelhante quanto a proliferagéo e reprodutibilidade.
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A natureza especifica dos linfocitos T foi confirmada pelo aumento no
numero destas células apds reestimulagao “in vitro” com o peptideo sintético
SBm7462, o que foi comprovado pelas contagens realizadas a cada 48 horas

durante dez dias de cultura para cada uma das coletas (Figura 1).

No. Células (milhdes)
O N W b 01 O N

Figura 1. Numero de Linfocitos T SBm7462-reativos mantidos durante 10
dias em cultura. Coleta aos 9 dias ap0s a primeira imunizacao.

5.3. Efeito de drogas indutoras e inibidoras de AICD

Seguindo o critério de exclusdo do corante azul de tripan e
considerando que a apoptose ndo € um processo sincronizado, € possivel
que em populagdes celulares incubadas com o estimulo apoptético durante o
tempo suficiente para que a viabilidade celular oscile entre 50-70% e nesse
momento, em que 40% das células estejam mortas, provavelmente se tenha
um maior numero de células em apoptose, com as caracteristicas
bioquimicas e morfologicas proprias deste processo e que ainda sdo viaveis

porque a membrana celular permanece intacta. Isto explicaria a diferenca
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que foi observada ao se compararem os valores de viabilidade obtidos pelo
método de exclusdo do corante azul de tripan nos tratamentos com as quatro
drogas, com aqueles que foram constatados com os métodos de deteccéo da
fragmentacao do DNA técnica de TUNEL e laranja de acridina (Tabelas 1, 2,
3 e 4). E embora a técnica de TUNEL seja um método imunohistoquimico,
se deve considerar que a sua especificidade é maior quando ainda nédo
ocorreu a completa degradacdo do DNA.

A comparacéao estatistica das médias das porcentagens obtidas entre
os tratamentos I, Il e lll, para cada uma das datas de coleta e para cada uma
das drogas foi realizada mediante o teste de “Tukey”. A comparagéo entre
as drogas nédo foi realizada devido a que cada uma delas atua por vias
diferentes.

A técnica de TUNEL detectou células apoptéticas (TUNEL+) em
todos os tratamentos (Figura 2). A deteccdo de apoptose com o corante
fluorescente laranja de acridina se realizou pela observacédo das alteracGes

nucleares tipicas de apoptose (Figura 3) para todos os tratamentos.
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Figura 2. Linfocitos T SBm7462-reativos ap0s estimulo com o peptideo
sintético na presenca de mitramicina. Células TUNEL+ (setas). A) 9 dias
apos a primeira imunizacdo. B) 30 dias apos a primeira imunizagéo. C)
45 dias apoés a primeira imunizacao. Técnica de TUNEL, 1000X.



Figura 3. Linfécitos T SBm7462-reativos apés estimulo com o peptideo
sintético na presenca de ciclosporina A apresentando morfologia tipica de
apoptose (setas). A) 9 dias apds a primeira imunizacdo. B) 30 dias ap0s a
primeira imunizacdo. C) 45 dias apds a primeira imunizacao. Técnica de
acridina laranja, 400X.

5.3.1. Efeito de drogas indutoras de AICD
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5.3.1.1. Mitramicina

Tabela 2. Médias das porcentagens de viabilidade e médias das
porcentagens de células apoptoticas em linfécitos T SBm7462-reativos das
diferentes coletas e tratamentos apds 72 horas de estimulo.

Tratamento Datas de coleta | % de viabilidade % de células % de células
(dias) técnica de apoptoticas apoptoticas
azul de tripan técnica de laranja de
TUNEL acridina
| 9 92,59 13,14 b | 18,10 a
15 93,18 16,12 ab 19,04 a
L T SBm7462
0 peritoneais 30 78,94 14,65 ab 12,67 a
Peptideo
45 75,55 18,69 a | 20,36 a
I 9 71,14 10,28 d 23,78 b
15 64,13 17,00 26,91 b
L T SBm7462
0 peritoneais 30 25,02 39,25 b | 70,25 a
peptideo
mitramicina 45 25,73 52,31 a 67,55 a
il 9 65,00 22,30 c 49,49 C
L T SBm7462 15 42,05 24,62 c | 3532
0 peritoneais
mitramicina 30 21,00 39,32 b 52,94 b
45 16,93 76,52 a | 77,52 a

* Medias seguidas pelas mesmas letras de cor preta nas colunas, para cada um dos tratamentos nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de “Tukey” a 5 % de probabilidade.

No caso da droga mitramicina pode-se observar que houve no

tratamento Il uma mortalidade intensa (53,92%), principalmente naqueles

linfécitos que foram coletados aos 30 dias apOs a primeira imunizagao,

embora tenha sido um pouco menor que a observada no tratamento Ili
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(57,94%), que também se mostrou intensa aos 45 dias (58,62%) (Tabela 1 e
Figuras 2, 3 e 4).

Na Tabela 1, quando foi avaliada a mitramicina pela técnica de
TUNEL pode-se observar que as maiores médias de porcentagens de células
apoptoéticas correspondem ao tratamento Il e que foram estatisticamente
diferentes quando comparadas com os tratamentos | e Il. Ainda, se pode
observar que as médias de células apoptoticas constatadas aos 30 dias néo

mostraram diferenca estatistica entre os tratamentos Il e Ill.
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Figura 4. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento |, apés 72 horas de estimulo
com o peptideo sintético.

Na comparacdo das meédias dentro de cada tratamento encontrou-se
que houve diferenca estatistica entre os valores médios obtidos para o
tratamento Il nas quatro coletas, sendo que no dia 45 se obtiveram médias
com maior porcentagem de células apoptoéticas, diferentemente daquelas que

foram obtidas no dia 9 cujas médias foram menores (Tabela 1 e Figura 6).
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Figura 5. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento I, apés 72 horas de estimulo
com o peptideo sintético na presenca de mitramicina.

As médias das porcentagens de células apoptoticas quando
avaliadas pela tecnica de laranja de acridina mostraram diferenca
significativa quando se compararam os valores observados aos 30 e 45 dias
no tratamento Il e nos tratamentos | e lll (Tabela 1 e Figuras 5, 6 e 7). J&
quando se comparam as médias nos diferentes tempos de coleta no
tratamento Il se observa que houve diferenca estatistica aos 9 e 15 dias

guando comparado com 30 e 45 dias (Tabela 1).
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Figura 6. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferagcdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento Ill, apds 72 horas na presenca
de mitramicina.

A diferenca do que foi descrito por Ruiz (1997) em células Jurkat pré-
tratadas com mitramicina, no tratamento Il ndo houve inibicdo da proliferacao
celular apos re-estimulo e embora se tenha observado maior porcentagem
de células apoptéticas nos linfécitos que foram coletados 30 e 45 dias apés a
primeira imunizacdo (Tabela 1), assim mesmo houve alguma proliferacédo
celular (Figura 3). A diferenca nestes resultados pode ser devida ao fato que
os linfécitos T SBm7462-reativos nao foram pré-tratados com o
medicamento. J4, as porcentagens de células apoptéticas que foram
encontradas parecem indicar que a mitramicina n&o influenciou na AICD via
sinalizacdo do TCR, principalmente nos linfécitos coletados aos 9 e 15 dias

apos a primeira imunizacao (Tabela 1).
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Figura 7. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfécitos T
SBm7462-reativos no tratamento |, apdés 72 horas de estimulo com o
peptideo sintético.

Esse efeito sobre AICD também foi observado por Ruiz (1997).
Entretanto, Chatterjee et al. (2001) encontraram que a mitramicina teve um
efeito protetor sobre a apoptose de neurbnios induzidos a estresse oxidativo
e a agentes genotoxicos. eles relacionaram esse efeito protetor com a
capacidade da Mitramicina se ligar a sequéncias ricas em G-C impedindo os
fatores de transcricdo SP1 e SP3, 0 que pode levar a inibicdo do gene c-myc
nas primeiras 24 horas (RUIZ, 1997). A ndo expresséao deste gene relaciona-
se com inibicao da proliferagdo, o que significa que no tratamento Il nao
houve inibicAdo deste gene apoOs tratamento com a Mitramicina. Isto esta
baseado nas observacbes sobre proliferacdo e porcentagens de células
apoptéticas que foram constatadas no sistema modelo apds re-estimulo com
o peptideo (Tabelas 2, 3, 4 e 5).

44



80
70
60
50
40
30
20
10

% de células apoptoticas

9 15 30 45

Data de coleta (dias)

0O Técnica de TUNEL O Laranja de Acridina

Figura 8. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfécitos T
SBm7462-reativos no tratamento Il, apés 72 horas de estimulo com o
peptideo sintético na presenca de mitramicina.
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Figura 9. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfécitos T
SBm7462-reativos no tratamento Ill, apdés 72 horas na presenca de
mitramicina.
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5.3.1.2 Cicloheximida

Tabela 3. Médias das porcentagens de viabilidade e médias das
porcentagens de células apoptoticas em linfécitos T SBm7462-reativos das
diferentes coletas e tratamentos apds 10 horas de estimulo.

Tratamento Datas de coleta | % de viabilidade % de células % de células
(dias) técnicade apoptoticas apoptoticas
azul de tripan técnica de laranja de
TUNEL acridina
I 9 99,29 9,78 13,77 b
15 99,43 8,48 9,26 b
L T SBm7462
0 peritoneais 30 92,48 11,23 20,51 a
Peptideo
45 98,87 10,09 11,48 b
[l 9 91,88 9,51 16,93 a
15 88,42 9,21 16,44 a
L T SBm7462
0 peritoneais 30 95,29 10,63 15,48 a
peptideo
ciclohexemida 45 92,44 8,84 7,54 b
" 9 90,70 11,59 18,81 a
15 88,78 8,71 11,03
L T SBm7462
0 peritoneais 30 97,80 12,74 13,84 ab
ciclohexemida
45 89,18 12,37 14,84 ab

*Medias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, para cada um dos tratamentos nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de “Tukey” a 5 % de probabilidade.
**  As médias obtidas para esta droga na técnica de TUNEL nao tiveram diferenca significativa em

ANOVA.
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Figura 11. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento I, apés 10 horas de estimulo
com o peptideo sintético na presenca de cicloheximida.

As porcentagens de viabilidade no tratamento com cicloheximida

foram altas para os trés tratamentos, embora, o tratamento | foi o que obteve
médias mais altas. Ao se comparar com o tratamento Il verifica-se que o0s
linfécitos coletados aos 15 dias apds imunizagdo tiveram uma reducdo na
sobrevivéncia de 11,01%, semelhante ao que se observou no tratamento Il
(Tabela 1 e Figuras 2, 3, 4, 5).
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Figura 12. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento Ill, apés 10 horas na presenca
de cicloheximida.

As médias das porcentagens de células apoptéticas nos testes
realizados com a técnica de TUNEL nos linfécitos antigeno reativos
coletados aos 9, 15, 30 e 45 dias ap0s a primeira imunizagdo mostraram que
nao houve variacdo nem diferenca estatisticamente significativa no teste de
ANOVA quando se compararam os tratamentos I, Il e Ill na presenca de

cicloheximida (Tabela 2 Figura 19).
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Figura 13. Médias das porcentagens de células apoptdticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento |, ap6és 10 horas de estimulo com o
peptideo sintético.

Os resultados para o medicamento cicloheximida pelo corante laranja
de acridina mostram que as médias das porcentagens de células apoptoticas
para o dia 9 nao apresentaram diferenca estatistica entre os trés
tratamentos. No dia 15 o valor maior das médias correspondeu ao tratamento
II, sendo estatisticamente diferente aquelas dos tratamentos | e Il. No dia 30
nao houve diferenca estatistica entre as médias obtidas para o tratamento Ill
e os valores obtidos para o tratamento Il. Para o dia 45 a média maior se
encontrou no tratamento Ill e a menor no tratamento Il (Tabela 4 e Figura
24).

Os resultados de viabilidade obtidos com a dose de 10ug/ml de CHX
, hos trés tratamentos, bem como as médias das porcentagens de células
apoptoticas obtidas pelos métodos de deteccdo utilizados mostram que esta
droga néo inibiu a morte celular induzida por ativagao, o que indicaria que no

tratamento Il utilizado no presente trabalho néo estaria envolvido o processo
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de sintese de novo de proteinas para que ocorra 0 processo de apoptose
apos sinalizacao do TCR.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Ruiz (1997)
gquem também constatou, usando essa mesma dose, que a CHX néo
blogueia a apoptose induzida por A23187. Igualmente, Niwa et al. (1999)
encontraram que em neutrofilos a sintese de proteinas ndo € requerida para
estimulacdo de apoptose por TNF-a, embora outros estudos realizados por
Shi et al. (1989) mostraram que a sintese de proteinas € um pré-requisito
para a inducédo de apoptose em hibridomas de células T. Esta dualidade de
efeitos ja foi descrita por varios autores em hibridomas de células T (Martin et
al., 1990; Meisenholder et al.,1996; Ruiz, 1997), em culturas primarias de
hepatécitos (Blom et al., 1999) e em neurbnios (Marotta et al. 2002), sendo
gue 0s mecanismos pelos quais a CHX induz apoptose nédo sdo bem

entendidos.
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Figura 14. Médias das porcentagens de células apoptdticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Il, ap6s 10 horas de estimulo com o
peptideo sintético na presenca de cicloheximida.
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Figura 15. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Ill, apdés 10 horas na presenca de
cicloheximida.

Embora a sintese macromolecular tenha sido considerada essencial
para a morte celular por apoptose, atualmente se considera que de acordo
com o sistema celular utilizado experimentalmente, a presenca de inibidores
da sintese protéica podem levar a prevencao ou estimulacdo da apoptose
(Lemaire et al. 1999). Ainda, Tsuchida et al. (2002) sugerem que
dependendo da concentracdo de CHX, seus efeitos séo diversos e
freqientemente ndo relacionados com inibicdo da sintese de proteinas. A
prevencdo da morte celular na presenca de CHX tem sido atribuida ao fato
de interferir com processos ativos, através da inibicdo da sintese de produtos
de genes de morte, como também com a expressao aumentada de genes de

vida, incluindo Bcl-2 e moléculas envolvidas na fungdo mitocéndrial.
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Assim, os efeitos da CHX sobre a inducdo de apoptose tém levado a
especular que a maquinaria apoptética poderia ser constitutivamente
expressa de uma forma latente, estando sob restricdo de proteinas de vida
labeis ou de fatores anti apoptoéticos (Lemaire, et al. 1999). Fundamentado
no anteriormente exposto, pode-se inferir que a presenca de CHX no
tratamento Il ndo foi necessaria para estimular a apoptose. Entretanto, nos
linfécitos que foram coletados 30 dias ap0s a primeira imunizacdo parece ter
havido prevencao de apoptose, ja que ao se comparar com o tratamento | se
observa que as porcentagens de células apoptéticas foram menores (Tabela
2).

Ainda, a CHX na dose utilizada ndo produziu efeito téxico sobre as
células. Isto estd demonstrado nos resultados obtidos com a técnica de
TUNEL que mostram ndo haver diferenga estatistica entre as meédias de
células apoptéticas nos trés tratamentos. Resultados similares foram obtidos
por Kongphanich et al. (2002) usando as linhas celulares T humanas
HUT102 e MT-2, ja que eles comprovaram que apos trés dias de tratamento
s6 com CHX a porcentagem de apoptose era minima.

Blom et al. (1999), utilizando doses entre 30-300uM constataram
que apenas 4% dos hepatdécitos eram apoptéticos apds duas horas da adicdo
de CHX, embora observaram que com a dose de 100uM a apoptose
aumentou em 10% apods 4 horas. E apesar de que com a técnica de laranja
de acridina se tenha observado diferenca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 4), parece que esta diferenca esta mais relacionada a sensibilidade
dos linfocitos de memaria a AICD, ja que o valor maximo de apoptose foi de
16,93% naqueles linfocitos coletados aos 9 dias apds a primeira imunizacao.
Por outro lado, Marotta et al. (2002) encontraram que a dose de 10uM de
CHX diminuia a sobrevivéncia em 18% dos neurbnios isquémicos que foram
tratados com este medicamento. A diferenca do reportado por estes autores,
a viabilidade no tratamento Il foi reduzida apenas em 11,01% nos linfécitos

que foram coletados 15 dias apds a primeira imunizag&o.
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5.3.2. Efeito de drogas inibidoras de apoptose

5.3.2.1 Benzamida riboésido

Tabela 4. Médias das porcentagens de viabilidade e médias das
porcentagens de células apoptoticas em linfécitos T SBm7462-reativos das
diferentes coletas e tratamentos apds 15 horas de estimulo.

Tratamento Datas de coleta % de viabilidade % de células % de células
(dias) técnicade apoptoticas apoptoéticas
azul de tripan técnica de laranja de
TUNEL acridina
| 9 98,89 8,31 b| 11,68 ab
15 99,47 8,87 b| 12,34 ab
L T SBm7462
0 peritoneais 30 97,33 16,79 a| 9,81 b
Peptideo
45 97,59 10,74 b | 13,75 a
I 9 94,06 8,62 b | 18,32 ab
L T SBm7462 15 87,73 14,21 a | 12,44 b
0 perit(_)neais
peptideo 30 71,97 17,88 a | 23,32 a
benzarr_nda
rubosido 45 89,26 14,40 a | 14,47 b
n 9 99,00 9,90 b | 15,58 a
L T SBm7462 15 92,30 8,48 b | 890 b
0 peritoneais
benzamida 30 77,14 16,55 a | 17,85 a
rubdsido
45 89,00 17,31 a | 18,24 a

* Medias seguidas pelas mesmas letras de cor preta nas colunas, para cada um dos tratamentos nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de “Tukey” a 5 % de probabilidade.

Com a droga benzamida ribdsido se encontrou que a mortalidade no

tratamento | foi menor que a observada no tratamento Il que mostrou uma

queda de 25,36% de sobrevivéncia na coleta realizada 30 dias apés a

primeira imunizagcédo, a diferenca do tratamento Ill que teve reducao de
20,19% (Tabela 3 e Figuras 16, 17 e 18).
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As médias das porcentagens de células apoptéticas detectadas pela
técnica de TUNEL obtidas para o tratamento com benzamida ribésido nédo
apresentaram diferenca estatistica aos 9 e 30 dias ap06s a primeira
imunizacdo. No dia 15 o tratamento Il apresentou médias de células
apoptéticas maior que os tratamentos | e Ill, sendo estatisticamente
diferentes (p<0.05) (Tabela 3 e Figuras 19, 20 e 21).

Entretanto, ao se compararem as médias obtidas nas diferentes
datas de coletas se observou que para o tratamento Il o menor valor médio
obtido foi no dia 9 e este valor foi estatisticamente diferente aos valores
obtidos para os dias 15, 30 e 45 os quais ndo apresentaram diferenca
estatistica (Tabela 3).

Quanto a técnica de laranja de acridina se observou diferenca
estatistica nos dia 15 e 30 quando se compararam as médias dos
tratamentos Il e lll, enquanto que aos 9 e 45 dias ndo se encontrou diferenca
estatistica entre eles. Porém, aos 9 e 30 dias se encontrou diferenca
estatistica quando se compararam as meédias de células apoptoticas
observadas nos tratamentos | e Il (Tabela 3 e Figuras 19, 20 e 21).

Quando se compararam as médias das porcentagens de células
apoptoéticas observadas no tratamento Il, nas diferentes datas de coletas, se
encontrou que houve maior numero de células apoptoticas na coleta do dia
45 e que a média encontrada no dia 15 nao foi estatisticamente diferente das

outras (Tabela 3).
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Figura 16. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento |, apés 15 horas de estimulo
com o peptideo sintético.

Nos grupos tratados com benzamida ribdsido se observa que nao
houve inibicdo da morte induzida via sinalizacdo do TCR (Tabela 3), pelo que
se pode inferir que esta droga nao se ligou ao RNA e consequientemente nao
houve inibicdo de sintese de proteinas, estes resultados estdo em desacordo
com os que foram descritos por Rauko et al. (2001). Porém, Ruiz (1997)
também constatou que uma dose de 125puM/ml ndo inibia a apoptose em
células Jurkat, concluindo que estas células expressam constitutivamente
toda a maquinaria necessaria para a inducado de apoptose, o que também
deve acontecer nos linfocitos T SBm7462-reativos que foram utilizados.
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Figura 17. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento I, apds 15 horas de estimulo
com o peptideo sintético na presenca de benzamida ribésido.
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Figura 18. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento 1ll, apés 15 horas na presenca
de benzamida ribdsido.
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Recentemente, Khanna et al. (2004) descreveram os efeitos do
ribosido em células H520, células neoplasicas de pulméo, utilizando 50uM
desta droga. Eles constataram que houve aparecimento de apoptose, a qual
foi induzida pela baixa regulacdo da proteina anti apoptética Bcl-2, o que
levaria a liberacdo de citocromo C e ativacdo da caspase-9. Ainda, estes
autores comprovaram que ndo se produzia diminuicdo nos niveis de
proteinas indutoras de apoptose (AlIF). Entretanto, outros autores relatam
que a apoptose mediada pelo ribésido parece ser conseqiiéncia da inibicdo
da enzima inosina 5’-monofosfato desidrogenase, (IMPDH) (POLGAR, et al.,
2002).
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Figura 19. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento |, apdés 15 horas de estimulo com o
peptideo sintético.

A discrepancia nos resultados descritos na literatura e aqueles que
foram aqui observados, podem ser justificados pela diferenca dos sistemas
utilizados, principalmente pelo fato de que essas pesquisas tém sido

conduzidas em hibridomas ou em linhas celulares neoplasicas, as quais
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frequentemente mostram algum defeito na regulagcdo do gene bcl-2 e
também porque essas células expressam niveis muito altos de IMPDH I,
diferente das células normais que expressam a isoforma IMPDH I, além de

gue os tempos de observacao foram superiores a 24 horas.
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Figura 20. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Il, apds 15 horas de estimulo com o
peptideo sintético na presenca de benzamida ribésido.

Khanna et al. (2004) observou 45% de apoptose quando usou a
benzamida ribésido na concentracdo de 50uM em células KH520 a diferenca
do que foi constatado neste estudo, em que os niveis de apoptose néo foram
superiores a 24% (Tabela 3) pelo método de coloragdo com laranja de
acridina, o0 que comprova mais uma vez que no sistema que foi utilizado néo
houve efeito cumulativo e/ou inibitério da benzamida ribésido na AICD apés
ativacdo pelo antigeno, efeito este que se demonstra pelos valores de
viabilidade e proliferacdo que foram observados (Figura 16, 17 e 18),
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discordando com o que foi sugerido por estes autores a respeito do efeito
antiproliferativo que foi constatado com a referida droga.
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Figura 21. Médias das porcentagens de células apoptdticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Ill, apés 15 horas na presenca de
benzamida ribosido.

5.3.2.2 Ciclosporina A

A porcentagem de viabilidade avaliada para os grupos tratados com
ciclosporina A mostrou uma diminui¢cdo da sobrevivéncia das células aos 30
e 45 apds a primeira imunizacao, tanto para o tratamento Il quanto para o
tratamento 1ll, sendo respectivamente 20,21% e 21,03% para o tratamento |l
e 18,94% e 17,34% para o tratamento Il (Tabela 4 e Figuras 22, 23 e 24).

Encontrou-se que o menor valor das médias quando utilizada a
técnica de TUNEL corresponde ao tratamento Il no dia 9 tendo sido
estatisticamente diferente aos tratamentos | e Ill. Ja para as coletas dos dias
15, 30 e 45 o tratamento | mostrou médias menores quando se compararam
com os valores médios obtidos para os tratamentos Il e Il (Tabela 4 e Figura
25, 26 e 27).
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Tabela 5. Médias das porcentagens de viabilidade e médias das
porcentagens de células apoptoticas em linfécitos T SBm7462-reativos das
diferentes coletas e tratamentos apds 24 horas de estimulo.

Tratamento Datas de coleta | % de viabilidade % de células % de células
(dias) técnica de apoptoticas apoptoticas
azul de tripan técnica de laranja de
TUNEL acridina
| 9 82,25 9,48 a | 15,36 a
15 98,09 9,62 a| 14,79 ab
L T SBm7462
0 peritoneais 30 98,04 10,58 a | 10,80 b
peptideo
45 97,56 7,90 a| 14,76 ab
Il 9 81,29 4,90 b | 30,51 a
15 82,67 14,03 a| 16,31 C
L T SBm7462
0 peritoneais 30 77,83 12,14 al 22,81 b
peptideo
Ciclosporina A 45 76,53 17,18 a 22,65 b
I 9 57,00 12,54 a| 23,64 a
15 74,19 15,41 a| 20,15 a
L T SBm7462
0 peritoneais 30 79,10 16,04 a| 21,10 a
ciclosporina A
45 80,20 15,25 a| 2594 a

* Medias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, para cada um dos tratamentos nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de “Tukey” a 5 % de probabilidade.

Igualmente, se observou que no caso do tratamento Il o valor da

média obtida para o dia nove foi diferente estatisticamente quando

comparado com os valores médios das porcentagens correspondentes aos

dias 15, 30 e 45 que mostraram valores maiores de apoptose. Também se

pode observar que ndo houve diferenca estatistica quando se compararam

as médias de células apoptéticas para o tratamento | e para o tratamento Il

(Tabela 4).
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Figura 22. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo celular
dos linfocitos T SBm7462-reativos no tratamento |, apdés 24 horas de
estimulo com o peptideo sintético.

Ao utilizar a técnica de laranja de acridina as médias das
porcentagens de células apoptoéticas obtidas para o tratamento 1l foram
maiores no dia 9 e 30 apds a primeira imunizacdo. Entretanto, estas médias
foram semelhantes para os dias 15, 30 e 45 quando se compararam 0S
tratamentos | e Ill com o tratamento Il (Tabela 4 e Figuras 25, 26 e 27). Na
analise do tratamento Il a través do tempo se observa que a maior média de
porcentagens de células apoptéticas foi obtida no dia nove, sendo
estatisticamente diferente quando comparada com as meédias obtidas nas

outras datas de coleta (Tabela 4).
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Figura 23. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no tratamento I, apés 24 horas de estimulo
com o peptideo sintético na presenca de ciclosporina A.
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Figura 24. Médias das porcentagens de viabilidade e de proliferacdo dos
linfécitos T SBm7462-reativos no taratamento lll, apos 24 horas na presenca
de ciclosporina A.
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Estes resultados indicam que esta droga néo foi capaz de bloquear a
perda de viabilidade celular ap6s reestimulacdo dos linfécitos T SBm7462
reativos, concordando com o que foi descrito por Ruiz (1997), embora
diferentes daqueles que foram observados por Fruman et al. (1992). As
porcentagens de células apoptoticas que foram observadas no tratamento Il
estdo de acordo com os resultados obtidos por Cheng et al. (2002) em
células MDCK, usando 50uM de CsA sozinha constataram 20-30% de morte

celular.
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Figura 25. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento |, apdés 24 horas de estimulo com o
peptideo sintético.

J4, Zheng et al. (1998) observaram que a perda de células T apos
estimulo com anticorpo anti CD3 era aproximadamente de 40%. Eles
adicionaram 150ng/ml de CsA em culturas de linfécitos T de camundongos
simultaneamente com as células e constataram que quando as células T
estdo realmente no ciclo celular, a CsA é incapaz de bloquear

completamente a apoptose induzida via sinalizacdo do TCR. Entdo, a
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semelhanca do que foi observado por estes autores, no sistema que foi
utilizado se observou que a CsA na dose de 200ng/ml, colocada juntamente
com as células, nao foi capaz de inibir a apoptose dos linfécitos T SBm7462
reativos apos o reestimulo (Tabela 4), o que parece indicar que no sistema
que foi usado, a AICD induzida pelo antigeno foi mediada por uma via

independente da calcineurina.
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Figura 26. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Il, apés 24 horas de estimulo com o
peptideo sintético na presenca de ciclosporina A.

O efeito da CsA parece envolver processos complexos ja que doses
altas ndo inibem completamente a morte de células T, o que pode ser devido
ao fato de que a sintese do mRNA de IL-2 e a proliferacdo como resposta ao
estimulo via TCR sdo completamente bloqueados, enquanto que a
expressdo de moléculas como Fas e algumas relacionadas com TNF
induzidas via TCR séao parcialmente inibidas, indicando entdo que os genes
dessas moléculas usam outra via independente de calcineurina (ZHENG et
al., 1998).
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Figura 27. Médias das porcentagens de células apoptéticas dos linfocitos T
SBm7462-reativos no tratamento Ill, apdés 24 horas na presenca de
ciclosporina A.

5.4. Consideracgdes Finais

Os resultados que foram observados neste trabalho apés o
tratamento com as diferentes drogas mostram que ap0s o re-estimulo houve
respostas diferentes em relacdo a sensibilidade dos linfécitos a AICD
segundo a data de coleta apds imunizacdes. Isto poderia ser explicado pelos
estudos em camundongos que mostram que h& uma dicotomia entre células
naive e de memoria (CD4+) na sua resposta a ligacao de receptores de Fas.
A re-estimulagcdo com o antigeno marca as células de memobria a
expressarem altos niveis de FLIP, um inibidor de apoptose mediada por Fas,
tornando as células resistentes a AICD. Também a alta expressdo de CD43
nessas ceélulas contribui para sua resisténcia a apoptose via Fas (CHEN et

al., 2003). Entretanto, pode ser que estas afirmacfes ndo se cumpram
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completamente no sistema que foi utilizado pelo fato de que os linfocitos T
SBm7462-reativos foram selecionados em cultura. A este respeito, Critchfield
et al. (1995) afirmaram que o estabelecimento de clones de células T néo
transformadas pode selecionar variantes que diferem significativamente
daquelas presentes nos orgédos linféides periféricos. Por exemplo, clones de
células T expressam constitutivamente receptores de alta afinidade para IL-2
e variam na sua habilidade para produzi-la e proliferar. Mais importante
ainda é o fato de que certos clones de células T “long-term” ndo sofrem
apoptose induzida via TCR t&o eficientemente quanto outros, o que pode ser
devido as condi¢des sobre as quais um clone foi derivado e cultivado.

Ainda, Zhang et al. (1997) comentam que hé& diferencas na
susceptibilidade a AICD entre clones de células Thl e Th2, ja que uma das
desvantagens da selecdo in vitro € justamente a obtencéo de células que séo
relativamente resistentes a morte celular e comprovaram que células Thl e
nao Th2 sofrem rapida AICD mediada via Fas/FasL ap0s reativacdo com o
antigeno.

Respeito as diferencas entre os métodos de deteccado de apoptose,
elas podem ser devidas a perdas durante a preparacdo das laminas em
citocentrifuga ou ao numero de células que foi utilizado, o que poderia
dificultar a permeabilizacdo das células e consequientemente a ligacdo de
TdT no método de TUNEL.
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6. CONCLUSOES

O método utilizado para a obtencéo de linfécitos T SBm7462-reativos
produziu clones altamente especificos e que foram resistentes a AICD.
Os macrofagos peritoneais sdo sensibilizados para apresentar o
peptideo sintético SBm7462 quando pré tratados com meio
tioglicolato.

Os linfocitos T SBm7462-reativos expressam constitutivamente a
maquinaria necessaria para inducao de apoptose apos ativacdo com o
peptideo sintético e o processo de sintese de novo de proteinas nao
esta envolvido na AICD, apds sinalizacéo via TCR.

O peptideo sintético SBm7462 induz proliferacdo dos linfocitos
especificos e esta proliferacdo ndo € inibida pelo uso das drogas
indutoras o inibidoras de apoptose usadas nestre trabalho.

A AICD induzida pelo peptideo sintético SBm7462 foi mediada por
uma via independente da calcineurina.

N&o houve inibicdo do gene c-myc apoés re-estimulacao de linfécitos T
SBm7462-reativos.
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6.1. Perspectivas Futuras

Pesquisar outras vias de AICD no sistema modelo, com o uso de
outras drogas, tais como: Bisindolilmaleimide que é um inibidor seletivo de
proteina Cinasa C (PKC), levando a um bloqueio de Fas e IL-2, assim como
0 uso de Ortovanadato sodico que exerce sua acao inibindo ATPases (Tyr-
fosfatase).

Testar os medicamentos usados no presente estudo, em diferentes
dosagens e diferentes tempos de estimulacéo.

Devem-se utilizar outras técnicas de avaliagdo de apoptose, como a
Citometria de Fluxo e a marcacéao celular dupla, mediante a combinacéo dos

corantes laranja de acridina e brometo de etidio.

A AICD de linfécitos T higidos quando induzida por peptideos
sintéticos ndo tem sido estudada, razdo pela qual ainda existem muitas
guestdes sobre a expressao e regulacdo dos mecanismos apoptoticos em
estudos ex vivo com estes tipos celulares. A caracterizagao da AICD em
linfécitos T reativos ao peptideo SBm7462, poderia permitir um melhor
entendimento da maquinaria apoptética que modula a resposta imunolégica a
este peptideo in vivo e consequientemente relaciona-la com dose e

frequéncia de uso.
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